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El cáncer de mama es una de las enfermedades con mayor mortalidad en mujeres en el 
mundo donde las terapias de hoy en día, como la cirugía y radioterapia son 
insuficientes ya que no son efectivas en todos los pacientes, ocasionando una 
resistencia a éstos tratamientos lo que conlleva a una progresión del cáncer; principal 
razón que impulsa a buscar nuevas terapias para combatir ésta enfermedad. Nuestro 
grupo ha propuesto un nuevo blanco terapéutico, correspondiente a una familia de 
RNAs no codificantes de origen mitocondrial (ncmtRNAs) conformada por los transcritos 
sentido (SncmtRNA) y antisentido (ASncmtRNA). Al interferir los ASncmtRNAs con 
oligonucleótidos antisentido (ASOs), en líneas celulares normales y tumorales se 
observó una muerte celular masiva y selectiva sólo para células tumorales 
independiente de su origen y agresividad. El mecanismo por el cual ocurre esta muerte 
celular en células tumorales aún no ha sido elucidado completamente y es por esto que 
se quiso indagar en el rol que cumplirían los exosomas secretados posterior a la 
interferencia de los ASncmtRNAs. Los exosomas son vesículas extracelulares que 
pueden influir en el comportamiento de la célula receptora debido al contenido que 
éstos presentan, ya sean proteínas, lípidos o RNAs. Es por esto que primero se evaluó 
si las células de cáncer mama MDA-MB-231 eran capaces de secretar exosomas 
posterior a la interferencia de los ASncmtRNAs. Con resultados positivos, se purificó y 
caracterizó éstas vesículas por Western blot, Microscopia Electrónica de Transmisión 
(TEM) y un Análisis del Seguimiento de Nanopartículas (NTA). Una vez caracterizados 
los exosomas, éstos se utilizaron para evaluar ciertas propiedades tumorogénicas como 
invasión y la capacidad de crecer independiente de anclaje, tanto en comunicación 
autocrina como paracrina, y se observó una disminución en el potencial tumorogénico al 
estimular con exosomas aislados post-interferencia de los ASncmtRNAs. Los resultados 
de esta tesis sugieren que los exosomas derivados de la terapia disminuyen en las 
células tumorales propiedades tumorogénicas como: crecimiento independiente de 
anclaje, migración e invasión, tanto en comunicación autocrina como paracrina, efecto 





Breast Cancer is one of the most deadly diseases in women in the world. Current 
therapies, such as surgery and radiotherapy are not good enough treatments for this 
disease, since they are not effective in all patients, which causes resistance to these 
treatments leading to cancer progression, and it is for this reason that it is necessary to 
seek new therapies to target this disease. Our group has proposed a new therapeutic 
target, that corresponds to a family of non-coding mRNAs of mitochondrial origin 
(ncmtRNAs), conformed by sense (SncmtRNA) and antisense (ASncmtRNA) transcripts. 
The interference of ASncmtRNAs with antisense oligonucleotides (ASOs), in normal and 
tumor cell lines, generates massive and selective cell death just for tumor cells 
independent of their origin and agressiveness. The mechanism by which cell death 
occurs in tumor cells has not yet been elucidated completely and that is why we wanted 
to inquire into the role of secreted exosomes following the interference of the 
ASncmtRNAs. Exosomes are extracellular vesicles that can influence the behavior of 
the recipient cell due to the content they present, wether it be proteins, lipids or RNAs. 
This is why we first evaluated whether breast cancer cells MDA-MB-231 were able to 
secrete exosomes after ASncmtRNA interference. With positive results we purified and 
characterized these vesicles by Western blot, Transmission Electron Microscopy (TEM) 
and Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Once exosomes were characterized, they 
were used to evaluate certain tumorigenic properties such as invasion and anchorage 
independent capacity in paracrine and autocrine communication. A decrease in the 
tumorigenic potential was observed by stimulating recipient cells with exosomes isolated 
post-interference of the ASncmtRNAs. The results of this thesis suggests that exosomes 
derived from the therapy decrease tumorigenic properties in tumor cells such as, 
anchorage-independent growth, migration and invasion both in autocrine and paracrine 





El cáncer es un proceso de múltiples etapas en el cual, células normales van 
presentando acumulación de daños genéticos durante un periodo largo de tiempo, y 
junto con mutaciones genéticas heredadas, desencadena una transformación de las 
células que es lo que generaría la enfermedad (Ponder, 2001; Dalmay y Edwards, 
2006). Estas células en el transcurso del tiempo y sin jerarquía aparente, adquieren 
capacidades atípicas que le permiten generar un tumor (Joyce y Pollard, 2009). Las 
cuales son: 1) proliferación sostenida; 2) evasión de los supresores de crecimiento; 3) 
ilimitado potencial replicativo (inmortalidad); 4) invasión; 5) metástasis; 6) inducción de 
la angiogénesis; 7) resistencia a apoptosis; 8) inestabilidad genómica; 9) desregulación 
energética; 10) evasión del sistema inmune y promoción de la inflamación (Hanahan y 
Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011). 
 
1.2. Cáncer de mama 
El cáncer de mama es el segundo cáncer más común diagnosticado en el mundo, 
afectando a 1 de cada 8 mujeres durante su vida (Torre et al., 2015) por lo que 
corresponde a una de las neoplasias malignas que más se asocia a mortalidad en el 
género femenino a nivel mundial. En Chile, es el cáncer más frecuente, en donde se 
registran 40 casos por cada 100.000 mujeres (Banegas et al., 2012); Reportes clínicos 
indican que 4 mujeres mueren al día por cáncer de mama en nuestro país (Minsal, 
2012) lo que posiciona a esta neoplasia en segundo lugar entre las causas de muertes 
dados por cáncer en este género. El cáncer de mama puede encontrarse en una etapa 
previa a la invasión, en forma de carcinoma in situ de los conductos o lobulillos 
mamarios, lo que constituye un factor de riesgo para el desarrollo de un carcinoma 




Figura 1. Tipos de carcinoma mamario. Esquema de los dos tipos de carcinoma 
mamario; (A) En la parte superior se muestra un lóbulo normal y en la inferior el 
correspondiente al conducto mamario. (B) En la parte superior se muestra la 
proliferación de células anormales en el lóbulo mamario, lo que origina un carcinoma 
lobulillar in situ o CLIS. En la parte inferior, se muestra la proliferación de células 
anormales en el lumen del conducto mamario, que corresponde a un carcinoma ductal 
in situ (CDIS) (Imagen de http://www.cancer.gov).  
 
Para el cáncer de mama existe una clasificación que contempla a aquellos tumores que 
son positivos para receptores de estrógeno o progesterona, denominados subtipo 
luminal, que abarcan alrededor del 60% de los casos. Luego, se tienen aquellos que 
son positivos para HER2/neu (receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2), 
los cuales constituyen el 10% de los casos y por último, aquellos que son negativos 
para los anteriores o triple negativo (para el receptor de estrógeno, progesterona y 
HER2/neu), denominado subtipo basal, que constituyen el 10% al 20% de los casos 
(Anderson et al., 2014; Paul-Wright et al., 2014). Aunque su incidencia ha disminuido 
gracias a la implementación de mamografías de exploración y aplicación de terapias 
adyuvantes (Weigelt et al., 2005), éstas estrategias no parecen ser suficientes, ya que 
el desarrollo de metástasis aún sigue siendo responsable de más del 90% de las 
muertes asociadas a cáncer de mama (Mehlen y Puisieux, 2006).  
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1.3. RNAs no codificantes (ncRNAs) 
Aquellas moléculas de RNA que no se traducen a proteínas se les conoce como RNAs 
no codificantes (ncRNAs). Dentro de este grupo se encuentran los RNAs de 
transferencia (tRNAs), RNAs ribosomales (rRNAs), RNAs pequeños nucleares 
(snRNAs) y RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs), los cuales son expresados 
constitutivamente (Gutschner y Diederichs, 2012). Los RNAs no codificantes se 
subdividen en dos grupos de acuerdo a su tamaño: los RNAs no codificantes pequeños 
(< 200 nt) y los RNAs no codificantes largos (lncRNAs) (> 200 nt). El grupo de los RNAs 
no codificantes pequeños está conformado por los microRNAs (miRNAs), RNAs de 
interferencia pequeños (siRNA) y los PIWI-RNAs (piRNAs) (Winter et al., 2009). El 
grupo de los lncRNAs se caracteriza por su tamaño (Chen y Carmichael, 2010; Lipovich 
et al., 2010) y también por solaparse o intercalarse entre transcritos codificantes y no 
codificantes (Mercer et al., 2009). Por otra parte, una de las funciones que se le conoce 
es la de regular la transcripción, ya sea interactuando con proteínas de unión a RNA, 
actuando como un co-activador de factores de transcripción o incluso reprimiendo un 
promotor de un gen en particular (Wang et al., 2008). Un ejemplo de lo antes 
mencionado apunta a estudios recientes que han demostrado que el lncRNA HOTAIR 
(RNA intergénico antisentido HOX) se encuentra sobre-expresado en tumores de 
pacientes con cáncer de mama que son resistentes al tamoxifeno, droga ampliamente 
utilizada para tratar aquellos casos que sean receptores de estrógeno positivos (Xue et 
al., 2016). En este estudio también se detecto que existe una interacción entre HOTAIR 
y el receptor de estrógeno, promoviendo la cascada transcripcional de este receptor 
incluso en ausencia de estrógeno, lo que indicaría que existe una independencia al 
ligando lo que conlleva al desarrollo de resistencia a esta droga (Xue et al., 2016).  
 
1.4. RNAs mitocondriales no codificantes (ncmtRNAs) 
En nuestro laboratorio se ha identificado en células humanas, una familia de RNAs no 
codificantes de origen mitocondrial (ncmtRNA) (Villegas et al., 2007). Estos ncmtRNAs 
se dividen en dos grupos: RNA mitocondrial no codificante sentido (SncmtRNA) 
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(Villegas et al., 2007) y RNA mitocondrial no codificante antisentido (ASncmtRNA) 
(Burzio et al., 2009). El SncmtRNA corresponde al RNA ribosomal mitocondrial 16S 
(16S mtrRNA) que tiene unido covalentemente a su extremo 5' un fragmento del 
transcrito proveniente de la hebra complementaria del gen 16S mtrRNA, constituyendo 
un repetido invertido (RI). Por otra parte, el ASncmtRNA corresponde al transcrito de la 
secuencia complementaria del gen de 16S mtrRNA que tiene unido covalentemente a 
su extremo 5' un fragmento del transcrito de la hebra contraria constituyendo así un 
invertido repetido. Como consecuencia, los transcritos sentido y antisentido forman una 
estructura de tallo-asa. El SncmtRNA tiene un RI de 820 nt (nucleótidos) y un asa de 40 
nt, mientras que los dos ASncmtRNA, descritos hasta ahora, poseen un RI de 315 nt 
(ASncmtRNA 1) y de 548 nt (ASncmtRNA 2), respectivamente (Burzio et al., 2009) 
(Figura 2). En lo referente a la expresión de estos transcritos, mediante hibridación in 
situ se encontró que el transcrito SncmtRNA es detectado en células proliferativas 
normales, como lo son las células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC), 
queratinocitos de prepucio humano (HFK) y fibroblastos, así como en tejidos humanos 
normales con activa proliferación (epitelio gástrico) (Burzio et al., 2009). El mismo perfil 
se observó en más de 20 líneas tumorales humanas tales como HeLa (cáncer cervical), 
MCF7 (cáncer de mama), Ramos (linfoma), DU145 (cáncer de próstata), H292 (cáncer 
de pulmón), Caco 2 (cáncer de colon) y 42/95 (melanoma); así como también en células 
tumorales presentes en diferentes tipos de biopsias tumorales humanas (Villegas et al., 
2007; Burzio et al., 2009).  
Por otra parte, los ASncmtRNAs se expresan en células normales en proliferación pero 
no son detectables en células tumorales. Estos resultados han sido confirmados en más 
de 20 líneas celulares, muestras de tejido y biopsias humanas (Burzio et al., 2009) 
(Figura 3). Finalmente, ninguno de estos transcritos (sentido o antisentido) son 
expresados en células normales no proliferativas como linfocitos, neuronas, células 
hepáticas, musculares, y estromales que circundan tumores. Además, la expresión de 
estos transcritos puede ser inducida en linfocitos humanos estimulados con 
fitohemaglutinina (PHA), indicando que su expresión se asocia con proliferación celular 





Figura 2. Representación y estructura de los ncmtRNAs. (A) Esquema simple del 
genoma mitocondrial con la hebra pesada y la hebra liviana, de donde se originan los 
transcritos provenientes de la hebra sentido del RNA ribosomal 16S (color rojo) y de la 
hebra antisentido (color azul). (B) Para los tres transcritos se ilustra en color rojo los 
segmentos provenientes de la hebra sentido del RNA ribosomal 16S mitocondrial y en 





Figura 3. Expresión diferencial de los ncmtRNAs en tejidos y líneas celulares por 
hibridación in situ. (A) En tejidos normales como piel, cuello uterino, bazo, glándula 
mamaria, páncreas y riñón, se observa la expresión del transcrito SncmtRNA y del 
ASncmtRNA. (B) En cortes histológicos de tejidos tumorales como glándula mamaria, 
colon, próstata y pulmón, se observa marca sólo para el SncmtRNA y no así para el 
ASncmtRNA (Burzio et al., 2009). (C) Células normales proliferativas, HFK 
(queratinocitos) y HUVEC (células endoteliales de cordón umbilical humano). (D) 
Células tumorales, HeLa (adenocarcinoma cérvix humano), HL-60 (leucemia 
promielítica aguda) y MCF7 (adenocarcinoma de la glándula mamaria). (E) Linfocitos en 
reposo y activados con fitohemaglutinina (PHA) (Villegas et al., 2007).  
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Por lo tanto, de acuerdo al patrón de expresión de los SncmtRNA y ASncmtRNA; 
existen 3 fenotipos diferentes: 1) En células proliferativas normales se detectan ambas 
familias de transcritos (Sentido y Antisentido); 2) En células tumorales se expresa el 
SncmtRNA y existe una muy débil o nula expresión del ASncmtRNA; y 3) Ninguno de 
estos transcritos es detectado en células en reposo. 
 
1.5. Exosomas: Biogénesis y función en cáncer 
En la comunicación intercelular, existen vesículas extracelulares que contienen distintas 
moléculas funcionales como mRNAs, miRNAs, tRNAs, proteínas, lípidos y otros RNAs 
no codificantes (ncRNAs), con el potencial de influenciar a la célula receptora, ya sea 
gatillando procesos de diferenciación celular, migración o incluso promoviendo 
apoptosis (Mittelbrunn y Sánchez-Madrid, 2012). Un exosoma se define como una 
vesícula de membrana con un rango de tamaño de 40-200 nm (Nawaz et al., 2014), 
presentan doble membrana apreciable por microscopía electrónica (Stoorvogel et al., 
2002; Simons y Raposo, 2009), y presentan valores de densidad que oscilan entre los 
1.10 a los 1.21 g/ml (dentro de una población de exosomas esta densidad cambia 
según las proteínas que se encuentren en la membrana) (Colombo et al., 2014). La 
composición de la membrana exosomal incluye proteínas como Rab GTPasas, 
anexinas, integrinas o tetraspaninas como CD63, CD9 o CD81, las que se consideran 
marcadores de exosomas (Théry et al., 2002; Andreu y Yáñez-Mó, 2014; Braicu et al., 
2015). La biogénesis de éstas microvesículas ocurre mediante una endocitosis de la 
membrana plasmática (Figura 4) generando un endosoma temprano. Este endosoma 
temprano puede tomar dos vías; puede pasar a una vía de degradación lisosomal 
dependiente de interacciones por ubiquitina; la cual se une a complejos endosomales 
requeridos para el transporte como ESCRT-0, ESCRT-I y ESCRT-II (Raiborg y 
Stenmark, 2009) o  luego de invaginaciones seguidas, este endosoma pasa a ser un 
endosoma tardío o cuerpo multivesicular, el cual contiene pequeñas vesículas 
intraluminales, donde cada una de ellas va a tener proteínas y lípidos en su membrana. 
Esta última vía se caracteriza por la interacción de la proteína ALIX con los complejos 
endosomales (ESCRT), lo que impediría la unión de ubiquitina a ellos (Hurley y 
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Odorizzi, 2012). La vía independiente de ubiquitina, va a dar lugar a que éstos cuerpos 
multivesiculares se fusionen a la membrana plasmática, lo que gatilla que se secreten 
éstas vesículas intraluminales al extracelular; donde pasan a llamarse exosomas 
(Cocucci y Meldolesi, 2015). Una vez que los exosomas se encuentran en el espacio 
extracelular, existen 3 mecanismos propuestos para la entrada a la célula receptora: (1) 
proteínas de transmembrana de exosomas interactúan con receptores de membrana de 
la célula receptora (Mulcahy et al., 2014); (2) fusión del exosoma con la membrana 
plasmática de la célula receptora (Tian et al., 2013) y (3) endocitosis de las vesículas 
por parte de la célula receptora (György et al., 2011; Zhang et al., 2015a). Al presente, 
el único método de entrada que ha sido descrito para líneas celulares de cáncer de 
mama es la vía dependiente de la esfingomielinasa neutral 2 (nSMase2) (Kosaka et al., 
2010; Kosaka et al., 2013; Guo et al., 2015). 
Se ha descrito que en células tumorales se secreta una mayor cantidad de exosomas 
en comparación a células normales (Miller y Grunewald, 2015), los que pueden proveer 
de señales autocrinas, paracrinas y endocrinas; estas señales pueden facilitar el 
crecimiento tumoral, promover invasión, metástasis y resistencia a drogas (Yu et al., 
2015) (Figura 5). Un ejemplo de lo anterior, tiene relación con exosomas secretados por 
células de cáncer de mama, los cuales contienen miRNAs que son capaces de silenciar 
mRNAs en células epiteliales lo que conlleva a una reprogramación en su transcriptoma 
y posterior transformación oncogénica (Melo et al., 2014). Otro de los roles de 
exosomas en cáncer es el de promover metástasis y resistencia a drogas (Figura 5), y 
con respecto al primero; células estromales de un tumor gastrointestinal, liberan 
exosomas que contienen una proteína tirosina quinasa, que es capaz de transformar 
células de músculo liso hacia un fenotipo pre-metastásico (Atay et al., 2014). También 
exosomas pueden contrarrestar el efecto de drogas al imitar su unión a células 
tumorales, un ejemplo de ello son exosomas de linfoma los cuales en su membrana 
expresan CD20, los que a su vez se unen a anticuerpos terapéuticos anti-CD20, con lo 
cual los exosomas protegen a las células blanco de una posible interacción con éstos 
anticuerpos (Aung et al., 2011). Con respecto al proceso de angiogénesis el cual se 
define como la formación de nuevos vasos sanguíneos y es un paso requerido tanto 
para el crecimiento como la progresión tumoral, se ha demostrado que miR-210 se 
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encuentra enriquecido en exosomas secretados por células de leucemia K562 en 
condiciones de hipoxia, y este miRNA es responsable de promover actividad 
angiogénica en células endoteliales (Tadokoro et al., 2013). Para que una célula migre, 
necesita polarizarse antes (Nishiya et al., 2005; Inagaki y Katsuno, 2017), y la función 
que cumplen los exosomas de manera autocrina en este caso, es en promover la 
direccionalidad y aumentar la eficiencia en la motilidad celular, reforzando así la 
polarización y promoviendo el ensamblaje de la adhesión (Sung et al., 2015). La 
resistencia a la apoptosis es uno de los hallmark de cáncer más importantes (Hanahan 
y Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011), y una célula tumoral al secretar 
exosomas como una de cáncer de mama, se ha demostrado que es capaz de inhibir la 
apoptosis de células receptoras que sean positivas para CD133, el cual es un marcador 
de células troncales de cáncer, por lo tanto en éstas células se genera una inhibición de 
la apoptosis y por consiguiente, un aumento en la proliferación (Shi et al., 2015). Sin 
embargo, últimamente se ha encontrado un rol positivo para exosomas en la inhibición 
de la apoptosis, en donde exosomas secretados por células CHO (ovario de hámster 
chino) son capaces de tener un efecto autocrino sobre la misma línea celular al 
suplementarlos al cultivo, aumentando así la viabilidad de la misma, lo cual beneficia a 
este tipo de cultivo ya que este se genera masivamente para la producción de drogas 
farmacéuticas en biorreactores, en donde son afectados significativamente por la 
muerte celular que sufra este tipo de células (Han y Rhee, 2018).  
 
1.6. Exosomas en cáncer de mama 
Las funciones que pueden tener los exosomas son variadas como se menciono 
anteriormente, y estrictamente va a depender del contenido que tenga éste, ya sea de 
proteínas, RNAs o lípidos. Al analizar el proteoma de líneas celulares de cáncer de 
mama como MCF-7 de baja agresividad y MDA-MB-231 considerada una línea 
metastásica, se ha visto que ambas expresan proteínas como anexinas, histona H4, 
calmodulinas, y por ejemplo la última es un regulador de la vía Akt y se asocia a una 






Figura 4. Biogénesis de exosomas. 1) Vesículas intraluminales se forman por una 
endocitosis de la membrana plasmática 2) las cuales maduran a endosomas tempranos 
y 3) luego pasan a ser endosomas tardíos o cuerpos multivesiculares. Si se sigue 4) la 
vía dependiente de ubiquitina, 5) los cuerpos multivesiculares se destinan hacia una 
degradación lisosomal, por el contrario si se sigue la otra vía, 6) éstos endosomas 
tardíos se fusionan con la membrana plasmática, 7) liberando los exosomas hacia el 
extracelular (Imagen modificada de Nawaz et al., 2014). MVB: Cuerpos 
Multivesiculares, ESCRT: Complejos endosomales requeridos para el transporte, 








Figura 5. Rol de exosomas en cáncer. Esquema que indica algunas de las funciones 
que tienen exosomas al llegar a una célula receptora como inducir cambios en una 
célula epitelial para así iniciar un tumor, promover metastasis y resistencia a drogas en 
una célula tumoral, inducir angiogénesis en células endoteliales, promover la migración 
al inducir la polarización e inhibir la apoptosis en células receptoras. (Imagen 






MDA-MB-231 por otro lado expresa mayormente metaloproteinasas en comparación 
con MCF-7, lo cual se relaciona al alto potencial metastásico que tiene esa línea celular 
(Kruger et al., 2014). Otra proteína que se ha encontrado enriquecida en exosomas de 
cáncer de mama, es integrina alfa-3/beta-1 e integrina alfa-6/beta-1 (Palazzolo et al., 
2012) la cual estaría involucrada en dar la direccionalidad hacia una célula blanco en 
particular (Hoshino et al., 2015). No solo el contenido proteico está involucrado en 
generar cambios en una célula receptora, sino también el contenido de RNAs que 
contenga el exosoma, y dentro de los más estudiados se encuentran los miRNAs como 
el miR-10b, el cual promueve invasión en células HMLE (células de epitelio mamario 
humano) al unirse a su blanco HOXD10 y reprimir su expresión, lo que sugiere que 
células de cáncer de mama usarían miRNAs exosomales para invadir algún tejido 
(Singh et al., 2014). Otro miRNA secretado es miR-200 que se conoce como un 
regulador de la transcisión epitelio-mesenquima (Park et al., 2008) y donde se ha 
demostrado que promueve metástasis, ya que células con un alto potencial metastásico 
al liberar sus exosomas, éstos tienen la capacidad de traspasar esta característica a 
células menos metastásicas, por lo tanto este miRNA puede ser traspasado a nivel local 
o distal para así propagar el potencial metastásico, por lo tanto puede ocurrir dentro del 
tumor primario, en la circulación o en posibles sitios de metástasis (Le et al., 2014). La 
expresión del miR-939 en cánceres de mama que son del tipo triple negativo, se asocia 
a una mala prognosis, donde este miRNA se une a la región 3' UTR de VE-cadherina, 
por lo tanto se generaría un aumento en la transmigración celular a través de la barrera 
endotelial al disrumpir el contacto que existe entre células endoteliales (Di Modica et al., 
2017).  
Por último, los RNAs no codificantes largos han tomado importancia, como UCA1, 
donde su rol en cáncer de mama es actuar como un supresor de p27 (Huang et al., 
2014) y actuar como una esponja del miR-143 (Tuo et al., 2015). Este lncRNA al estar 
contenido en un exosoma, se observó que tiene un rol en resistencia a drogas, y que se 
encuentra en mayor cantidad en exosomas que provengan de líneas celulares de 
cáncer de mama que son resistentes al tamoxifeno en comparación con aquellas que 
son sensibles a ello, pero no solo eso, sino que también se ha visto que al suprimir este 
RNA no codificante, no hay traspaso de una célula resistente a otra sensible a través de 
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exosomas de UCA1 (Xu et al., 2016). Con respecto a lo anterior los autores hipotetizan 
que la vía de señalización mTOR estaría involucrada, ya que su inhibición reduce la 
resistencia al tamoxifeno (Karthik et al., 2015).     
 
1.7. Efectos que genera la interferencia de los ASncmtRNAs 
De acuerdo a la expresión diferencial de los SncmtRNA y ASncmtRNA, nuestro 
laboratorio hipotetizó que la interferencia del transcrito SncmtRNA en células tumorales 
podría resultar en la adquisición del fenotipo de célula en reposo; para este propósito, 
se transfectaron líneas celulares tumorales con oligonucleótidos antisentido (ASOs) 
químicamente modificados, complementarios a diferentes regiones de los ncmtRNAs. 
Se observó que la transfección con ASO dirigido contra el SncmtRNA induce muerte 
celular en alrededor de un 30% de la población, sin embargo, la interferencia contra los 
ASncmtRNAs, que se consideró en un principio como un control, causó muerte celular 
masiva en alrededor de un 50-80% de células dependiendo la línea tumoral; mientras 
que el mismo tratamiento no afectó a células normales (Vidaurre et al., 2014). En lo 
referente al tipo de muerte celular, se observó características propias de apoptosis, 
tales como fragmentación de DNA, fragmentación nuclear, activación de caspasas, 
condensación de la cromatina, entre otras (Vidaurre et al., 2014). La interferencia de los 
ASncmtRNA con nuestro ASO, provocaría una reducción de la tasa proliferativa, 
evidenciado a nivel molecular por una disminución en los niveles de survivina; éstos 
cambios ocurren a nivel post-transcripcional ya que no se observaron cambios a nivel 
de la degradación de proteínas y los niveles de mRNA no se vieron afectados. También 
análisis bioinformáticos muestran putativos miRNAs en la región de la doble hebra de 
los ASncmtRNA que regularían la región 3' no traducida del transcrito de survivina 
(Vidaurre et al., 2014).  
Al interferir el ASncmtRNA murino, el cual tiene similitudes con su contraparte humana, 
se observó una disminución en el crecimiento tumoral y un freno en la metástasis en un 
modelo de melanoma murino (Lobos-González et al., 2016). Para este modelo en 
particular, se comenzó con ensayos in vitro, observando características de muerte 
26 
 
celular por apoptosis mencionadas anteriormente, como también se notó una 
disminución en la proliferación y en los niveles de survivina para la línea celular 
B16F10. El tratamiento con ASOs produjo pérdida de la capacidad de crecer 
independiente de anclaje y la capacidad de invadir, resultado que indicó que la 
metástasis podría verse afectada al interferir los ASncmtRNA, por lo cual se realizó un 
ensayo in vivo. La disminución en el tamaño tumoral y en el número de nódulos 
pulmonares in vivo, confirmó un freno en la metástasis corroborado aún más por la 
ausencia de marcadores pro-metastásicos en la zona del tejido tumoral, tanto para 
melanoma (Lobos-González et al., 2016; Varas-Godoy et al., 2018) como para cáncer 
renal murino (Borgna et al., 2017).  
Como se menciono anteriormente, la interferencia con el ASO gatilla muerte celular, y 
para el caso de líneas celulares de cáncer de mama, este número se encuentra entre 
un 60-80% (Vidaurre et al., 2014). Se ha demostrado también que del remanente 
celular que queda vivo 48 h después de transfectar la célula, el cual sería entre un 20-
40%, pierde sus propiedades tumorogénicas (Vidaurre et al., 2014; Lobos-González et 
al., 2016; Borgna et al., 2017; Varas-Godoy et al., 2018). Sin embargo, a pesar de 
perder éstas propiedades las células que se mantienen vivas empiezan a proliferar 
después de 72 h, por lo tanto, se hace necesario elucidar el mecanismo o alguna 
molécula participante de este proceso. Por lo tanto, como una primera aproximación, se 
quizo averiguar que pasaba con el sobrenadante post-transfección con el ASO, de 
manera tal de conocer si a consecuencia de esta interferencia se generan 
reprogramaciones en la célula, las cuales a su vez pueden ser traspasadas a la célula 
vecina, o incluso generando un efecto potenciador en la misma célula, es decir, un 
efecto paracrino y autocrino respectivamente. Para lograr esto, se debe estimular la 
célula MDA-MB-231 con los sobrenadantes obtenidos 30 h post-transfección en cada 
condición; esta estimulación se realiza por 24 h y posterior a ella, se siembran éstas 
células sobre un agar blando de manera de realizar un ensayo que mide la capacidad 
de crecer independiente de anclaje, lo que a su vez permite un punto de comparación 
con las publicaciones de nuestro laboratorio, en donde ha sido utilizado este 
experimento (Vidaurre et al., 2014; Lobos-González et al., 2016; Borgna et al., 2017). 
Evaluamos el efecto que tiene el sobrenadante obtenido a partir de células MDA-MB-
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231 sobre la misma línea celular (Ver Figura 6), es decir, un efecto autocrino, y las 
colonias contabilizadas 21 días posterior al haber iniciado el experimento se 
organizaron en 3 rangos de tamaño, aquellas colonias con un tamaño inferior a 50 µm y 
en el gráfico se observa que no presentan ninguna diferencia significativa (ST: 7.333 ± 
1.764; sobrenadante ST: 4 ± 1; sobrenadante C: 3.667 ± 0.667; sobrenadante 1537S: 
1.333 ± 0.333) al comparar las 4 condiciones. En el rango que va entre los 50-100 µm si 
se observan diferencias significativas al comparar la condición de la célula MDA-MB-
231 sin tratar con cada una de las condiciones que fue estimulada con sobrenadante, 
en el primer caso con sobrenadante ST (ST: 18 ± 4.933 vs sobre ST: 5.667 ± 0.667; ** 
P=0.0012), con sobrenadante C (ST: 18 ± 4.933 vs sobre C: 6 ± 1.528; **P=0.0017) y 
finalmente con sobrenadante 1537S (ST: 18 ± 4.933 vs sobre 1537S: 2.667 ± 0.333; 
****P=<0.0001).  
En el último rango analizado, donde se contabilizaron colonias por sobre los 100 µm, se 
observan diferencias significativas al comparar la condición 1537S con las condiciones 
ST (ST: 23.333 ± 0.882 vs sobre 1537S: 9 ± 0.577; ***P=0.0002), con sobre ST (sobre 
ST: 21.667 ± 0.882 vs sobre 1537S: 9 ± 0.577; ***P=0.0009) y sobre C (sobre C: 17.667 
± 0.333 vs sobre 1537S: 9 ± 0.577; *P=0.0458) respectivamente. Este gráfico muestra 
que la capacidad de crecer independiente de anclaje solo se ve afectada en el caso del 
estímulo con el sobrenadante de la transfección con el ASO-1537S, lo cual se podría 
deber a alguna partícula que se encuentre en el sobrenadante pero a su vez. También 
se analizó, si lo anterior ocurriría en otra línea celular como T-47D, de manera de 
probar la existencia de un efecto paracrino de una célula más metastásica como lo es 
MDA-MB-231 a una de menor potencial metastásico como lo es T-47D, y se observó en 
la Figura 7 que existe una diferencia significativa en el rango inferior a 50 µm al 
comparar la condición 1537S con las condiciones ST (ST: 42.333 ± 1.202 vs sobre 
1537S: 3.5 ± 0.5; ****P<0.0001), con sobre ST (sobre ST: 45 ± 2.646 vs sobre 1537S: 
3.5 ± 0.5; ****P<0.0001) y sobre C (sobre C: 42.333 ± 2.728 vs sobre 1537S: 3.5 ± 0.5; 
****P<0.0001) respectivamente. En el rango de 50-100 µm no es posible encontrar 
diferencias significativas entre ninguna de las condiciones (ST: 2.333 ± 0.667; sobre ST: 





Figura 6. Efecto de la incubación de sobrenadante de células MDA-MB-231 sobre 
la tumorigenicidad de células MDA-MB-231. La línea celular MDA-MB-231 fue tratada 
con sobrenadantes de todas las transfecciones por 24 h. Posteriormente se sembró en 
triplicado, 1000 células/pocillo en placas de 12 pocillos con un matriz de agar blando, y 
se cultivaron durante 21 días. Se contabilizó aquellas colonias con un diámetro <50 µm, 
entre 50-100 µm y >100 µm. (A) Imágenes representativas de pocillos de la placa para 
cada condición donde ST: MDA-MB-231 Sin Tratar; las 3 restantes fueron tratadas con 
sobrenadante ST: Sin Tratar; C: Sobrenadante Control; 1537S: Sobrenadante 1537S. 
(B) Imágenes de colonias generadas post-21 días de experimentación. (C) Gráfico de 
barras que representa el número total de colonias por tamaño para cada condición. Los 
resultados representan el promedio ± S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001, *** P≤0.001, P** 
P≤0.01, * P<0.05. El análisis estadístico se realizó con un test ANOVA de dos vías 
seguido de un test de comparaciones múltiples Tukey, con un alfa de 0.05 y un índice 





Figura 7. Efecto de la incubación de sobrenadante de células MDA-MB-231 sobre 
la tumorigenicidad de células T-47D. La línea celular T-47D fue tratada con 
sobrenadantes de todas las transfecciones de células MDA-MB-231 por 24 h. 
Posteriormente se sembró en triplicado, 2000 células/pocillo en placas de 12 pocillos 
con un matriz de agar blando, y se cultivaron durante 21 días. Se contabilizó aquellas 
colonias con un diámetro <50 µm, entre 50-100 µm y >100 µm. (A) Imágenes 
representativas de pocillos de la placa para cada condición donde ST: T-47D Sin Tratar; 
las 3 restantes fueron tratadas con sobrenadante ST: Sin Tratar; C: Sobrenadante 
Control; 1537S: Sobrenadante 1537S. (B) Imágenes de colonias generadas post-21 
días de experimentación. (C) Gráfico de barras que representa el número total de 
colonias por tamaño para cada condición. Los resultados representan el promedio ± 
S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001. El análisis estadístico se realizó con un test ANOVA de 
dos vías seguido de un test de comparaciones múltiples Tukey, con un alfa de 0.05 y un 
índice de confianza de 95%. 
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Finalmente al contabilizar colonias de un tamaño mayor a 100 µm tampoco se observan 
diferencias significativas entre las 4 condiciones (ST: 2.667 ± 0.333; sobre ST: 3.333 ± 
0.333; sobre C: 3.333 ± 0.333; sobre 1537S: 1.333 ± 0.333). Lo anterior sugiere que la 
línea celular T-47D solo es capaz de generar colonias más pequeñas y que al estimular 
con sobrenadante proveniente de la transfección con el ASO-1537S se disminuye esta 
propiedad tumorogénica, como ocurre en el ensayo con el sobrenadante de MDA-MB-
231 sobre esa misma línea celular. Sugiriendo que los sobrenadantes obtenidos 
después de la transfección con ASO-1537S, frenan esta capacidad en forma paracrina 
como autocrina.  
El ensayo con los sobrenadantes impulsan a pensar que la presencia de alguna 
partícula en el sobrenadante sería responsable de actuar sobre esta propiedad 
tumorogénica en dos líneas celulares distintas, como lo es MDA-MB-231 generando un 
efecto autocrino en colonias con un tamaño mayor a 50 µm y en el caso de T-47D este 
efecto sería autocrino y se da en colonias de un tamaño inferior a los 50 µm; rangos 
superiores de tamaño no se ven afectados por el sobrenadante en ninguna condición, 
indicando que T-47D genera colonias más pequeñas a diferencia de MDA-MB-231 lo 
cual esta relacionado con el potencial metastásico de la célula (Li et al., 2013).  
Por lo tanto, si el sobrenadante que deriva de la interferencia de los ASncmtRNAs es 
capaz de disminuir las propiedades tumorogénicas, es decir al interferir con el ASO-
1537S, esto muestra que existe alguna molécula o complejo en el sobrenadante capaz 
de cumplir tal función y se sabe por referencias que la comunicación célula-célula es un 
factor muy importante durante la carcinogénesis, y los participantes que están tomando 
relevancia hoy en día en esta comunicación se llaman exosomas. Como se menciona 
anteriormente, los exosomas en cáncer de mama son capaces de contener RNAs y 
proteínas que vayan a cumplir una función en la célula receptora ya sea promover 
invasión o la inhibición de alguna proteína en particular. Entonces a partir de la 
interrogante de que sucede con aquellas células que quedan vivas posterior a la terapia 
es que nació la idea de este trabajo, en donde se penso que es la comunicación que 
mantienen éstas células las que si bien les permite mantenerse vivas, hace que pierdan 
sus propiedades tumorogénicas, y como mencionamos antes, los exosomas son el 
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candidato ideal que podría ser el responsable de ejercer las disminuciones en las 
propiedades tumorogénicas observadas para ambas líneas celulares y es así como 























2. Hipótesis  
 
Los exosomas secretados posterior a la interferencia de los ASncmtRNAs disminuyen 
las propiedades tumorogénicas de las células MDA-MB-231.  
 
3. Objetivos  
 
3.1. Objetivo General 
 
Evaluar las propiedades tumorogénicas en líneas celulares de cáncer de mama al ser 
expuestas a exosomas secretados post-interferencia de los ASncmtRNAs.   
 
3.2. Objetivos Específicos 
 
1) Aislar y caracterizar exosomas secretados por las células de cáncer de mama MDA-
MB-231 post-interferencia de los ASncmtRNAs. 
 
2) Evaluar el efecto sobre las propiedades tumorogénicas en líneas celulares de cáncer 







4. Materiales y Métodos  
 
4.1. Cultivo de líneas celulares 
La línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26), 
corresponde a un adenocarcinoma metastásico derivado del líquido pleural y fueron 
cultivadas en botellas T225cm2 (Nunc) en medio DMEM/F-12 (Gibco, Life Technologies) 
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Biological Industries). La línea 
celular de cáncer de mama humano T-47D (ATCC ® HTB-133), corresponde a un 
carcinoma ductal derivado del líquido pleural, y fue cultivada en botellas T75cm2 (Nunc) 
en medio RPMI (Gibco, Life Technologies) suplementado con 10% de SFB (Biological 
Industries). Para ambas líneas celulares, cuando se alcanzó una confluencia de un 70-
80%, se realizó el subcultivo, donde se descartó el medio y luego se lavó con PBS pH 
7.4 (1X) estéril (Gibco, Life Technologies). Luego las células fueron incubadas con 
Tripsina/EDTA 4X (Gibco, Life Technologies) por 5 - 10 min a 37°C, donde la cantidad 
de tripsina a agregar depende de la botella que se utilizó, en caso de T225 se agregó 3 
ml y en T75 se agregó 1 ml. Una vez que éstas células se soltaron completamente de la 
superficie de las botellas, fueron disgregadas mediante pipeteo, agregando 5 ml de 
medio de cultivo. Luego se centrifugó a 300 x g por 5 min y el sedimento obtenido se 
resuspendió en medio de cultivo fresco y se agregó 0.5 ml de esta suspensión a una 
botella T225 o T75 dependiendo el caso, la cual contenía 39.5 ml o 9.5 ml de medio de 
cultivo respectivamente. Se incubó las líneas celulares a 37°C en una atmósfera con 
5% de CO2 en incubadora (HERA cell 150).  
 
4.2. Preparación de suero fetal bovino libre de microvesículas (SFB EV-Free) 
El SFB (Biological Industries) se distribuyó en 6 tubos (Thinwall Ultra-Clear, Beckman 
Coulter) con 30 ml cada uno. Luego se centrifugó a 100.000 x g durante 16 h a 4°C 
usando un rotor SW28 en ultracentrífuga Beckman Coulter XPN-90 (Théry et al., 2006). 
Una vez finalizado este proceso, se recolectó el sobrenadante de cada tubo y se filtró 
en filtros de jeringa de 0.2 µm (GE Healthcare). Después de este paso, el SFB fue 
almacenado a -20°C hasta su posterior uso en la preparación de medios de cultivo.   
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4.3. Transfección de células MDA-MB-231 
Se sembró 1 x 106 células en placas de 10cm2 (Nunc) con 10 ml de medio de cultivo 
DMEM-F/12 10% SFB. Después de 24 h, las células fueron lavadas con PBS pH 7.4 
(1X) estéril (Gibco, Life Technologies), y se añadió 9.9 ml de medio OptiMEM I (Gibco, 
Life Technologies) suplementado con 5% SFB. La transfección se realizó diluyendo los 
oligonucleótidos ASO-C (5' TTATATTTGTGTAGGGCTAG 3') y ASO-1537S (5' 
CACCCACCCAAGAACAGGG 3') por separado en 30 µl de medio OptiMEM I (Gibco, 
Life Technologies), hasta llegar a una concentración final de 200 nM. En paralelo, se 
mezcló 2 µg/ml de agente de transfección LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen) en 30 µl de 
medio OptiMEM I (Gibco, Life Technologies). Ambas diluciones (oligonucleótidos y 
lipofectamina) fueron incubadas por 5 min a temperatura ambiente (TA), luego se 
mezcló e incubó ambas soluciones por 15 min a TA. Finalmente, se agregó los 100 µl 
finales de la mezcla de transfección a la placa, de manera de llegar a un volumen final 
de 10 ml y se incubó a 37°C con 5% CO2. A las 6 h post-transfección, las células fueron 
lavadas con PBS pH 7.4 (1X) estéril (Gibco, Life Technologies) y se añadió 10 ml de 
DMEM-F/12 10% SFB EV-Free. Posteriormente, el sobrenadante se recolectó 24 h 
post-cambio de medio.  
 
4.4. Transfección con oligonucleótidos fluorescentes 
Se sembró 1 x 106 células en placas de 10cm2 (Nunc) y se transfectó de acuerdo a las 
siguientes condiciones (MDA-MB-231: 200nM ASO y 2 µg/ml lipofectaminaTM 2000) 
descritas previamente (Ver 4.3), con ASOs marcados con el fluoróforo Alexa Fluor488 
(IDT). Después de 24 h y 48 h, el medio se descartó y se lavó con PBS 1X (Gibco) y se 
tiñó los núcleos con 200 µl de 4',6-diaminido-2-fenilindol (DAPI; Bio Rad) (0.2 µg/ml) por 
5 min en oscuridad y luego se procedió a lavar para remover DAPI no incorporado. Se 
observó las células y se fotografió bajo microscopio de epifluorescencia Olympus BX53 
con filtro azul (BP470-490) y filtro verde (BP530-550) (20x). La eficiencia de 
transfección se calculó de acuerdo al número total de células que incorporaron el ASO-
1537S Alexa Fluor488 (verde) en comparación con el número total de células teñidas 




4.5. Purificación de exosomas  
El sobrenadante recolectado, se centrifugó a 2.000 x g por 10 min a TA para eliminar 
restos celulares. Este sobrenadante se centrifugó nuevamente a 3.000 x g por 5 min a 
4°C utilizando la Unidad de Filtro Amicon Ultra-15 (Merck Millipore). Del sobrenadante 
concentrado que se obtuvo, se aislaron exosomas utilizando el Kit Exospin TM (Cell 
Guidance Systems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante con algunas 
modificaciones. Para ello, este concentrado se incubó con Tampón A durante toda la 
noche, a 4°C y en rotación. Luego se centrifugó a 16.000 x g durante 1 h a 4°C, donde 
se descartó la fracción soluble y el sedimento se resuspendió en 100 µl de PBS y se 
mantuvo en hielo. Paralelamente, se removió el tapón de la columna y se centrifugó a 
300 x g durante 30 seg a 4°C para eliminar el tampón presente en la parte superior de 
la columna. Luego se añadió 200 µl de PBS y se centrifugó a 300 x g durante 30 seg a 
4°C para equilibrar la columna. Se agregó la muestra obtenida anteriormente en la parte 
superior de la columna, y se centrifugó a 300 x g durante 1 min a 4°C y se descartó el 
eluido. Se colocó la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se añadió 200 µl de PBS 
en la parte superior de la columna y se centrifugó a 300 x g durante 1 min a 4°C. El 
paso anterior se repitió 2 veces y lo eluido contiene exosomas (aproximadamente 400 
µl). Finalmente, los exosomas aislados son almacenados a -80°C hasta su posterior 
uso.  
 
4.6. Análisis de seguimiento de nanopartículas 
Las muestras de exosomas se diluyó en una razón 1:200 en PBS pH 7.4 (1X) estéril 
(Gibco, Life Technologies), para obtener entre 10 y 100 partículas por campo. El equipo 
NanoSight NS300 (NanoSight NTA 2.3 Análisis de seguimiento de nanopartículas, 
versión 0033, NanoSight Ltd) se usó para medir la concentración y el tamaño de 
partículas en un sistema de dispersión de luz mediante el propio movimiento browniano 
de las partículas (Zeringer et al., 2013). Se estableció que la cámara capturara 3 videos 
con una duración de 30 seg por muestra. Luego los videos fueron analizados y se 
determinó el promedio y moda de las partículas contenidas en la muestra, como 
también se realizó una aproximación a la cantidad total de partículas. También se hizo 
análisis de muestras antes de que pasaran por cada paso de purificación.  
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4.7. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
Se resuspendió los exosomas en paraformaldehído al 2% en DPBS frío (Gibco, Life 
Technologies) y se montó sobre una grilla de cobre 300-mesh recubierta de formvar 
(Fermelo). Luego se fijó la muestra con glutaraldehído al 1% en DPBS frío y se dejó 
incubar durante 5 min para así estabilizar la inmunoreacción. Posteriormente se lavó la 
muestra con agua destilada estéril, y se agregó una solución de acetato de uranilo al 
4% a pH 7.0 y se esperó durante 5 min. Finalmente las imágenes fueron adquiridas en 
un microscopio electrónico de transmisión Philips Tecnai 12 BioTwin perteneciente a la 
Facultad de Ciencias Biológicas de la Pontificia Universidad Católica de Chile.  
4.8. Western blot  
4.8.1. Obtención de los extractos proteicos 
Para la extracción de proteínas se colectó entre 5 x 105 y 1.5 x 106 células, las cuales 
se lavó en PBS frío y se centrifugó a 1000 x g por 10 min a 4°C. Se añadió una solución 
tampón RIPA (PBS 1X, Nonidet P-40 1%, Deoxicolato sódico 0.5%, SDS 0.1%; Thermo 
Scientific), inhibidores de proteasas (PMSF 0.1 mg/ml, Leupeptina 1 µM, Aprotinina 0.3 
µM, Bestatina 130 µM, E-64 14 µM), y se sonicó durante tres pulsos de 10 seg a 40V. 
Luego se incubó en hielo por 15 min y se centrifugó a 14.000 x g por 15 min a 4°C para 
rescatar la fracción soluble. La concentración de proteínas se cuantificó mediante un 
ensayo colorimétrico de Bradford midiendo la absorbancia a 595 nm utilizando el equipo 
EPOCH (BioTek®). 
 
4.8.2. Geles de poliacrilamida y transferencia 
Los geles de poliacrilamida-SDS para proteínas y la transferencia a membranas se hizo 
de acuerdo a lo descrito (Sambrook y Russell, 2001). La separación de proteínas se 
realizó en geles de poliacrilamida al 10 y 12,5% en condiciones denaturantes con un gel 
empaquetador al 4%. Se incubó 30 µg de proteínas diluidas en tampón de carga (0,5 M 
Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT y azul de bromofenol) a 100°C por 
5 min y se cargó en el gel, donde también se cargó como estándar un marcador de 
pesos moleculares pre-teñido (Invitrogen). La electroforesis se llevó a cabo a 90V 
constantes y luego se transfirió las proteínas a una membrana de PVDF del kit "Trans-
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Blot® TurboTM Midi PVDF" mediante el uso del equipo de transferencia "Trans-Blot® 
TurboTM Transfer System" ajustado a 20V, 2.2 Amp por 25 min.  
 
4.8.3. Bloqueo e incubación de los anticuerpos 
Se realizó el bloqueo de la membrana con PBS 1X-Tween 20, 0.1%, leche descremada 
en polvo 5%, durante 1 h con agitación y a TA. Luego se incubó con el anticuerpo 
primario (Ver Tabla 1) diluido en solución de bloqueo toda la noche a 4°C y en 
agitación. Luego se realizó dos lavados de 7 min a TA con solución de lavado (PBS 1X-
Tween 0,1%), para finalizar con un último lavado de 10 min con PBS 1X. Los 
anticuerpos secundarios (Rockland) anti-rabbit y anti-mouse se diluyó 1:3000 y 1:5000 
en solución de bloqueo respectivamente y se incubó por 2 h a TA con agitación. Una 
vez finalizada la incubación se realizó tres nuevos lavados de acuerdo a lo descrito 
anteriormente. Finalmente, la detección de la señal se realizó mediante el uso de un kit 
de quimioluminiscencia EZ-ECL (Biological Industries).  
 
Tabla 1: Lista de anticuerpos primarios 
Nombre Descripción Dilución Empresa 
Anti-Calnexina rabbit polyclonal 1:1000 abcam (22595) 
Anti-Alix mouse monoclonal 1:500 Cell Signaling (2171) 
Anti-HSP60 rabbit polyclonal 1:20000 abcam (46798) 
Anti-TSG101 mouse monoclonal 1:200 Santa Cruz (7964) 
Anti-Rab27a mouse monoclonal 1:100 Santa Cruz (74586) 
Anti-GAPDH mouse monoclonal 1:500 abcam (8245) 





4.9. Ensayo MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio bromidio) 
El efecto citotóxico se evaluó mediante el uso del kit "Vybrant® MTT Cell Proliferation 
Assay Kit" (Invitrogen). Para esto se estimuló las células MDA-MB-231 por 24 h con 
exosomas de las distintas condiciones y se evaluó la proliferación a distintos tiempos (0, 
24, 48 y 72 h). Se agregó 20 µl de solución MTT (5mg/ml) sobre los 100 µl de medio de 
cultivo y se incubó por 90 min a 37°C con 5% CO2. Luego se descartó el medio de 
cultivo y se agregó 150 µl de DMSO a cada pocillo y se detectó por triplicado la 
absorbancia a 570 nm en el EPOCH (Biotek®). Se realizó un control en el caso de Exo-
1537S donde éstos exosomas fueron sonicados, tratados con RNasa por 1 h y 
finalmente con proteinasa K por 1 h respectivamente, antes de incubarlos con la célula 
MDA-MB-231 por 24 h. Luego de esta estimulación, se realizó el ensayo MTT en los 
mismo tiempos mencionados anteriormente.  
 
4.10. Ensayo Clonogénico  
El crecimiento independiente de anclaje se determinó por la formación de colonias en 
agar blando (Bertotti et al., 2006; Vidaurre et al., 2014). Primero, se incubó tanto las 
células MDA-MB-231 y T-47D con concentraciones crecientes de exosomas (1, 5 y 10 
µg) durante 24 h. Posterior a las 24 h, mediante el ensayo de exclusión de azul de 
tripán se contó 1000 y 2000 células vivas respectivamente, para la posterior realización 
del ensayo de formación de colonias. En placas previamente preparadas, conteniendo 
una capa inferior gelificada de 500 μl de medio de cultivo clonogénico (RPMI 2X 
(Invitrogen) Suero fetal bovino 20%, antibiótico-antimicótico 2x) y 500 μl de agar 1,2% 
(p/v). Se adicionó las células a 500 μl del mismo medio de cultivo clonogénico, 
mezclándolas con agar 0,6% (p/v), y se sembró en placas de 12 pocillos sobre la capa 
inferior de agar. Posteriormente, se agregó 300 μl de medio de cultivo para mantener el 
agar hidratado. A 21 días post-siembra, se evaluó tanto el tamaño y el número de 
clones generados, y se contabilizó aquellos a un tamaño inferior a 50 µm, entre 50-100 
µm y sobre 100 µm de diámetro. Después de contar las colonias, se retiró el medio de 
los pocillos y se lavó con 1 ml de PBS 1X (Gibco) durante 3 min. Después de eliminar el 
PBS, se fijó cada pocillo con metanol-PBS al 10% durante 15 min. Se lavó los pocillos 
dos veces con PBS durante 5 min. A continuación, se tiñó cada pocillo con 1 ml de Kit 
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de Tinción Hemacolor (Merck-Millipore) y se incubó durante 10 min, después la placa se 
lavó dos veces con PBS 1X durante 5 min. Finalmente, la placa se destiñó con etanol-
PBS al 10% tres veces durante 10 min y se fotografío cada pocillo.  
 
4.11. Ensayo de invasión en placas de matrigel  
La línea celular MDA-MB-231 se cultivó en ausencia de suero por 24 h y se sembró 1.5 
x 105 de éstas células sobre insertos cubiertos por matrigel (Cámara de invasión por 
matrigel 8.0 µm; BD Biosciences). En la base del pocillo (bajo la membrana) se agregó 
2.5 ml de medio con quimioatractantes (DMEM/F-12 con 5%SFB), mientras que sobre 
la membrana se añadió la fracción exosomal en concentraciones crecientes (1, 5, 10 
µg) y luego de 48 h se lavó las membranas con PBS 1X (GIBCO) frío y se retiró el 
exceso de células adheridas a la cara apical de la membrana con una tórula de algodón 
húmeda. Se fijó las membranas con PFA 4% a portaobjetos silanizados (Dako) y se tiñó 
con DAPI (0,2 µg/ml). Se evaluó la capacidad de invadir (ingresar al matrigel) por 
microscopía de fluorescencia (200X) y se realizó un conteo del número de núcleos 
marcados insertos en la matriz y como control se sonicó el exosoma 1537S para 
demostrar que el efecto esta dado por el contenido. Se realizó el mismo protocolo con 
las células T-47D.  
 
4.12. RT-PCR 
Este ensayo se divide en dos partes: (1) Síntesis de cDNA y (2) Reacción de PCR 
convencional.  
 
4.12.1. Síntesis de cDNA para PCR 
 
4.12.1.1. Extracción de RNA total 
A partir de un cultivo celular en botellas T-25 (Nunc) a una confluencia de un 80%, se 
procedió a descartar el medio de cultivo de ésta y se lavó con 2 ml de PBS 1X estéril 
(GIBCO). A continuación, se agregó 1 ml de Trizol (Ambion), y se utilizó un scraper, y 
luego se traspasó a un tubo de 1.5 ml y se incubó durante 15 min a 37°C. Luego se 
agregó 400 µl de cloroformo (Merck) y se mezcló vigorosamente por vortex durante 1 
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min. Luego se centrifugó a 2.3 x g por 20 min a 4°C y se rescató la fase acuosa, a la 
cual, se le agregó 2.5 volúmenes de isopropanol 100% (Merck). Luego se incubó a -
80°C por 16 h (precipitación del RNA) y posteriormente, se centrifugó a 15.7 x g por 30 
min a 4°C. El sobrenadante se descartó y el sedimento se lavó con 500 µl etanol 75% 
frío (Merck), se centrifugó a 15.7 x g por 10 min a 4°C. Este paso se repitió dos veces. 
Finalmente el sedimento se secó y se resuspendió en 100 µl de agua libre de nucleasas 
(Promega). El RNA obtenido se cuantificó por espectrofotometría y la integridad se 
verificó mediante electroforesis en gel de agarosa denaturante al 1%. El mismo 
protocolo se realizó en el caso de exosomas y posteriormente las muestras fueron 
almacenadas a -80°C hasta utilizarlas.  
 
4.12.1.2. Tratamiento de RNA con DNasa.  
Para eliminar la contaminación con DNA, se incubó el RNA total obtenido anteriormente 
con DNasa turbo (Ambion), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.  
 
4.12.1.3. Síntesis de cDNA  
La síntesis de cDNA se realizó a partir de 100 ng de RNA total, al que se le añadió 2.0 
µl de hexámeros al azar (25 µg/µl), 0.5 µl de inhibidor de RNasa RiboLock (40 U/µl) y se 
completó con H2O libre de nucleasas, hasta llegar a un volumen final de 9.6 µl. Esta 
mezcla se incubó a 70°C durante 10 min y luego se enfrió en hielo. Posteriormente, se 
adicionó 6.9 µl de mezcla de transcriptasa reversa compuesta de: 4.0 µl de tampón First 
Strand 5X, 2.0 µl de DTT (0.1M), 0.4 µl de dNTPs y 0.5 µl de la enzima M-MLV RT 
(Invitrogen). La muestra se incubó a 25°C por 10 min, después a 37°C por 50 min y 
finalmente a 4°C. El cDNA generado se almacenó a -80°C hasta el momento de uso.  
 
4.12.1.4. Amplificación mediante PCR 
Las reacciones de amplificación mediante PCR se realizaron usando un termociclador 
de gradiente Maxygene (Axygen) y GoTaq® Flexi DNA polimerasa (Promega) en un 





Tampón Green Go Taq® Flexi (5X) 10 µl 
MgCl2 (25 mM) 3 µl 
dNTP's 2 µl 
*Partidor Reverse (50 µM) 1 µl 
*Partidor Forward (50 µM) 1 µl 
H2O libre de nucleasas 30.5 µl 
cDNA 2 µl 
GoTaq® Flexi DNA polimerasa (5U/µl) 0.5 µl 
 
*ASncmtRNA-2: for, 5'-AAACCTAATGGCCCAAAAAC; 
                          rev, 5'-TAACCTAGAGAAGGTTATAATCATTC. 
 
Para amplificar el ASncmtRNA-2 se utilizó un programa que contempla un ciclo inicial 
Hot-Start de 10 min a 100°C, 10 min a 70°C y 10 min a 80°C. Luego la reacción se 
enfrió en hielo y se añadió 0.5 µl de GoTaq® Flexi DNA polimerasa (5U/µl) a cada 
reacción (Promega). A continuación se realizó un ciclo inicial de desnaturalización a 
94°C por 5 min, seguido de 26 ciclos compuestos de 1 min de desnaturalización a 94°C, 
apareamiento a 57°C y polimerización a 72°C, finalizando con una extensión final de 5 
min a 72°C. Los productos PCR generados fueron analizados mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 2%.  
 
4.13. Análisis Estadísticos  
Los datos obtenidos se expresaron como medias ± S.E.M. Se realizó un test ANOVA de 
una vía seguido de un test de múltiples comparaciones Tukey para el ensayo de azul de 
tripán, MTT e invasión. Para los ensayos clonogénicos, el análisis estadístico se realizó 
con un test ANOVA de dos vías seguido de un test de comparaciones múltiples Tukey. 








5.1. Eficiencia de transfección en células MDA-MB-231 
Las condiciones de transfección para la línea celular MDA-MB-231 fueron definidas 
como 200 nM de oligonucleótido antisentido (ASO) y 2 µg/ml del agente de transfección 
LipofectaminaTM 2000 (Silva., 2014). Como éstas condiciones fueron estandarizadas en 
placas de 12 pocillos, es necesario ver si lo anterior se cumple al transfectar en placas 
de 10cm2. Para esto se evaluó la incorporación de ASOs marcados con el fluoróforo 
Alexa Fluor488 y los resultados revelaron un porcentaje de eficiencia de transfección 
del 96,7% para la línea celular MDA-MB-231 24 h post-transfección con el ASO-1537S 
y de un 93,7% 48 h post-transfección (Figura 8).  
5.2. Transfección con el ASO-1537S induce muerte en células MDA-MB-231 
Con las condiciones de transfección ya estandarizadas, se evaluó la muerte celular 
mediante un ensayo de azul de tripán donde a las 24 h post-transfección, los resultados 
indican que al transfectar con el ASO-1537S se generó un mayor porcentaje de células 
azul de tripán positivas en comparación con el resto de condiciones (Figura 9). Al 
comparar ST con ASO-1537S (ST: 12.67 ± 0.5578 vs ASO-1537S: 29.17 ± 2.242; 
***P=0.0005), Lipo con ASO-1537S (Lipo: 8.667 ± 1.476 vs ASO-1537S: 29.17 ± 2.242; 
***P=0.0005) y ASO-C con ASO-1537S (ASO-C: 10.67 ± 1.647 vs ASO-1537S: 29.17 ± 
2.242; ***P=0.0002) se mostró que desencadena muerte celular de al menos 3 veces 
más que los controles. A las 48 h post-transfección ocurrió algo similar, donde hubo 
significancia de al menos 7 veces entre 1537S y las 3 condiciones restantes. Al 
comparar ST con ASO-1537S (ST: 11.33 ± 1.282 vs ASO-1537S: 71.33 ± 3.363; 
***P=0.0002), Lipo con ASO-1537S (Lipo: 7.333 ± 0.9189 vs ASO-1537S: 71.33 ± 
3.363; ***P=0.0002) y ASO-C con ASO-1537S (ASO-C: 10.33 ± 1.726 vs ASO-1537S: 










Figura 8. Determinación de la eficiencia de transfección con ASOs marcados con 
Alexa Fluor488 en MDA-MB-231. Se sembró 1 x 106 células en placa de 10cm2 y a las 
24 h se transfectó la línea celular MDA-MB-231 con el ASO-1537S marcado con el 
fluoróforo Alexa Fluor488. La eficiencia se evaluó de acuerdo a la cantidad de células 
que incorporaron el ASO-1537S Alexa a las 24 y 48 h post-transfección y que 
incorporaron DAPI el marcador de núcleos. Se analizó las imágenes en microscopio de 












Figura 9. La interferencia con el ASO-1537S induce muerte celular en MDA-MB-
231. Se sembró en triplicado 1 x 106 células MDA-MB-231 en placas de 10cm2, las 
cuales se trató con el ASO-1537S y se evaluó la viabilidad celular a las 24 y 48 h post-
transfección a través de un ensayo de tinción con azul de tripán. Sin tratar (ST), 
Lipofectamina (Lipo), Oligonucleótido antisentido control (ASO-C) y Oligonucleótido 
antisentido 1537S (ASO-1537S). Los resultados representan el promedio ± S.E.M. 
(n=3), *** P≤0.001. El análisis estadístico se realizó con un test ANOVA de una vía 
seguido de un test de comparaciones múltiples Tukey, con un alfa de 0.05 y un índice 







5.3. Patrón de tamaños de las partículas del sobrenadante por etapas 
Antes de utilizar el Kit Exospin TM con el objetivo de obtener exosomas, es necesario 
conocer en que instancia de las centrifugaciones previas a utilizar el kit se van 
eliminando restos de partículas de mayor tamaño (Figura 10). Después de transfectar 
las células MDA-MB-231, se decidió continuar trabajando con aquel sobrenadante 
recolectado 24 h post-transfección, ya que a este tiempo hay una menor cantidad de 
células muertas en comparación a las 48 h. Entonces en la Figura 10A se observa que 
al realizar un análisis de seguimiento de partículas al sobrenadante inicial, se obtiene 
un perfil que abarca entre pequeños y grandes grupos de tamaño, por un lado un "peak" 
pequeño que concentra 3.07 x 106 partículas/ml a los 80 nm y otro que concentra 3.17 x 
106 partículas/ml a los 117 nm. También se observa que abarca partículas que exceden 
los 500 nm de tamaño, donde el "peak" concentra 1.89 x 106 partículas/ml a los 550 nm 
y luego las partículas van en disminución al llegar a los 930 nm. El sobrenadante inicial 
es luego centrifugado a 2000 x g para eliminar cualquier debris celular, y al analizar el 
sobrenadante obtenido de lo anterior, se observa en la Figura 10B un "peak" que 
concentra a 3.95 x 106 partículas/ml a los 65 nm y 3.73 x 106 partículas/ml a los 87 nm. 
También se observa un "peak" más pequeño que concentra 1.09 x 106 partículas/ml 
entre los 200 y 226 nm aproximadamente. Finalmente en esta misma Figura 10B, es 
posible observar otro "peak" que concentra 1.94 x 106 partículas/ml a los 539 nm. El 
sobrenadante final obtenido, se centrifugó a a 3000 x g en filtros Amicon, con el objetivo 
de concentrar la mayor cantidad de muestra, es decir, partículas en un volumen 
pequeño, y se observa en la Figura 10C que hay dos "peaks", uno que concentra 1.14 x 
107 partículas/ml a los 81 nm y otro que concentra 1.05 x 107 partículas/ml a los 101 
nm. También es posible observar, "peaks" más pequeños que concentran 2.27 x 106 
partículas/ml a los 239 nm y 651.649 partículas/ml a los 469 nm.    
5.4. Caracterización de exosomas por tamaño 
La purificación de exosomas a partir de células MDA-MB-231 sin transfectar, se le 
denominó Exo-ST y como se observa en la Figura 11A, en el caso de Exo-ST se 
obtiene un "peak" que está alrededor de los 1.97 x 107 partículas/ml, y en el rango que 




Figura 10. Análisis del seguimiento de nanopartículas mediante NanoSight. En la 
gráfica se entregan datos de concentración v/s tamaño; se muestran los análisis 
representativos para una muestra en cada paso posterior a la centrifugación indicada 
en cada gráfico. (A) Medición de Sobrenadante Inicial. (B) Medición de Sobrenadante 
después de centrifugar a 2000 x g. (C) Medición de Sobrenadante después de 
centrifugar a 3000 x g.  
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clasificación aceptada por tamaño (van der Pol et al., 2014). En la Figura 11B, la 
muestra Exo-Lipo que corresponde a exosomas purificados a partir de células MDA-
MB-231 transfectadas sólo con el agente de transfección (LipofectaminaTM 2000), 
concentra 1.14 x 107 partículas/ml y cercano a los 115 nm con otro "peak" más pequeño 
de 5.89 x 106 partículas/ml a los 139 nm. En la figura 11C, la muestra Exo-C 
corresponde a células MDA-MB-231 transfectadas con el oligonucleótido control y en 
esta figura se observó un "peak" a los 1.21 x 107 partículas/ml en los 101 nm y se ve 
que la mayoría de las partículas abarca hasta los 200 nm con un número despreciable 
sobre este valor. Finalmente la figura 11D, la muestra Exo-1537S corresponde a células 
MDA-MB-231 transfectadas con el oligonucleótido 1537S y se observó un "peak" a los 
2.47 x 107 partículas/ml a los 115 nm y presenta pequeñas curvas sobre los 200 nm con 
una cantidad bastante baja de partículas. Con la finalidad de comparar las 4 
condiciones, como también el rendimiento de todas las purificaciones exosomales 
realizadas, se realizó un análisis de la moda, es decir, el número que más se repite 
para cada muestra. Como se observa en la figura 11E, no se ven diferencias 
significativas en el tamaño promedio de éstos exosomas pero si se observa que la 
mayor cantidad de partículas tiene un tamaño que oscila entre los 80 y 140 nm. En la 
figura 11F se muestra el resultado al analizar la concentración de proteínas que se 
obtiene por cada purificación de exosomas y se observan diferencias significativas entre 
Exo-Lipo y Exo-1537S (Exo-Lipo: 5.030 ± 0.4242 vs Exo-1537S: 10.72 ± 2.751; 
*P=0.0456). 
5.5. Evaluación de la integridad y tamaño de los exosomas 
Para corroborar que una muestra se encuentra enriquecida en exosomas es necesario 
observar éstas vesículas de manera de evaluar la integridad de los mismos, y de 
comprobar que la metodología de extracción de exosomas no haya provocado algún 
daño mecánico en ellos (Kowal et al., 2014). Para clasificar un exosoma como tal debe 
cumplir los requisitos de tamaño, el cual debe oscilar entre los 40 a 150 nm (Théry et 
al., 2006) debe estar integro para que en posteriores experimentos tengan validez. En 
la Figura 12, se observa que los exosomas de todas las muestras tienen la forma 
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esférica y presentan su membrana intacta como han sido descritos en literatura (Théry 
et al., 2006).  
5.6. Caracterización de marcadores exosomales 
Los exosomas deben expresar ciertas proteínas en su membrana (Ung et al., 2014) que 
son específicas para este tipo de vesículas. La mayoría de éstos marcadores participa 
en la vía de generación exosomal, por lo tanto, para descartar contaminación, ya sea de 
tipo reticular o ribosomal, es necesario evaluar la expresión de algunas proteínas que 
participen en esa vía en particular (Lee et al., 2015). En la Figura 13, se observó la 
presencia de Calnexina en el extracto proteico total de células y no así en exosomas, lo 
que indica que no hay contaminación de tipo reticular en cada muestra de exosomas 
respectivamente. Por otra parte, Alix es una proteína involucrada en la biogénesis 
exosomal y el reordenamiento endosomal, y se observó que sólo esta presente en el 
lisado celular y no así en exosomas. Las proteínas Heat-Shock (HSP) han sido 
descritas en exosomas (Merendino et al., 2010; Campanella et al., 2012), sin embargo 
para este caso en particular, HSP60 se detecta solo en el lisado y no en los exosomas. 
Se detectó la proteína TSG101 y Rab27a tanto en el lisado celular total como en los 
exosomas; y es esperable ya que son proteínas que participan en la liberación de éstas 
vesículas al extracelular, y es por esta razón que se observa un leve enriquecimiento de 
éstas proteínas en exosomas. Con respecto a este último punto, vale la pena 
mencionar que al realizar Western blots comparando lisado celular total con exosomas 
purificados de éstos mismos cultivos, se puede observar sólo la presencia o ausencia 
de determinada proteína ya que por falta de un control de carga, no es posible 
cuantificar las bandas obtenidas; debido a que los controles de carga que normalmente 
se usan como GAPDH, no se expresan en todas las condiciones analizadas, y en este 
caso solo se observó en la condición Exo-C y Exo-1537S, por lo tanto, sólo es posible 






Figura 11. Análisis del seguimiento de nanopartículas y comparaciones de moda 
y concentración de proteína total. En la gráfica se entregan datos de concentración 
v/s tamaño; para cada caso se muestran los datos de una purificación representativa 
por muestra y en el caso de Moda y concentración son 6 muestras. (A) Medición de 
Exo-ST. (B) Medición de Exo-Lipo. (C) Medición de Exo-C. (D) Medición de Exo-1537S. 





Figura 12. Determinación de tamaño e integridad de los exosomas mediante TEM. 
Con tinción negativa se visualizó los exosomas secretados y aislados de células MDA-
MB-231 para todos los casos. (A) Exosomas-ST. (B) Exosomas-Lipo. (C) Exosomas-C. 
(D) Exosomas-1537S. Cada muestra se observó en un microscopio electrónico de 









Figura 13. Expresión de marcadores exosomales en células MDA-MB-231. Se 
evaluó mediante Western blot los niveles de expresión de distintas proteínas 
involucradas en la biogénesis exosomal en células MDA-MB-231, Sin Tratar (ST) o 
tratadas con lipofectamina 2000 (Lipo), o con el ASO control (C) o con el ASO-1537S 
(1537S) como también exosomas aislados a partir de cada condición. Este ensayo se 
realizó en triplicado en geles de poliacrilamida al 12.5% y 15% en condiciones 







5.7. Viabilidad celular al estimular con exosomas 
Con el fin de caracterizar la función que tendrían los exosomas sobre las células MDA-
MB-231, se evaluó el efecto de éstos en la proliferación celular a las 24 h. Para lo 
anterior, se estimuló la célula MDA-MB-231 bajo las 4 condiciones descritas en la 
Figura 14A por 24 h y posterior a este tiempo, se realizó el ensayo de MTT a distintos 
tiempos. Se observó que a las 24 h ocurre una disminución en la proliferación, que en el 
caso de Exo-1537S se mantienen hasta las 48 h para luego retomar a las 72 h. En el 
caso de las tres condiciones restantes; MDA-MB-231 ST, Exo-ST y Exo-C, no se 
observó diferencias entre ellas sino que se obtiene una curva de crecimiento que va con 
la línea celular. Con el resultado anterior, se puede concluir que Exo-1537S tiene un 
efecto a las 24 h sobre la proliferación celular, sin embargo, es necesario conocer si es 
el contenido de el exosoma en sí el que estaría produciendo este efecto, es por esto 
que se realizó un ensayo de MTT bajo las mismas condiciones, con la diferencia que al 
momento de incubar a la célula con exosomas, éstos antes fueron sometidos a 
tratamientos con RNasa, proteinasa K y a sonicación respectivamente. Se observó en 
la Figura 14B que al incubar exosomas 1537S con RNasa, la curva de proliferación es 
bastante similar a la curva de proliferación del exosoma sin incubarlo con ningún 
tratamiento. Sin embargo, se observó que al incubar el exosoma con proteinasa K o al 
sonicarlo, la proliferación se asemeja bastante a la curva de proliferación que se espera 
de una célula sin tratar. Los resultados anteriores, sugieren en primera instancia que es 
el contenido de este exosoma el que estaría generando un efecto en la proliferación y 
en particular serían responsables las proteínas contenidas en este o aquellas que se 
encuentren en su membrana.        
5.8. Efecto de los exosomas en la capacidad de crecimiento independiente de 
anclaje.  
Los resultados previos; tamaño, integridad y los marcadores exosomales analizados 
dan cuenta que la muestra aislada corresponde a vesículas extracelulares enriquecida 
en exosomas. En consecuencia, es importante determinar si éstas vesículas tendrían 
algún efecto en la disminución de propiedades tumorógenicas, y lo primero es evaluar 







Figura 14. Efecto sobre la actividad mitocondrial al incubar las células MDA-MB-
231 con los exosomas. Las células fueron incubadas por 24 h con los diferentes 
exosomas y luego se sembró la célula, considerando a este como el tiempo 0 h del 
ensayo de MTT. A) Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se midió la 
absorbancia a 570 nm a las 24, 48, y 72 h de iniciado el MTT. B) Corresponde al mismo 
ensayo anterior, pero ahora se uso el Exo-1537S como el control positivo del efecto y 
se evaluó el efecto en la actividad mitocondrial. Los Exo-1537S fueron pretratados con 
RNasa (cuadrado), proteinasa K (triángulo) o sonicados (círculo) y se siguió la medición 
de la absorbancia a las 24, 48 y 72 h de iniciado el MTT. Los resultados representan el 





característica que poseen las células tumorales (Fiebig et al., 2004).  
En una primera etapa, se realizó este ensayo, estimulando previamente las células 
MDA-MB-231 por 24 h con exosomas que provienen de las 3 condiciones a analizar; 
Exo-ST, Exo-C, y Exo-1537S. Esta estimulación se realizó a distintas concentraciones, 
1, 5 y 10 µg respectivamente y se evaluó el rango de tamaño de los clones que se 
formaron 21 días post-inicio del experimento. Como se observó en la Figura 6, existe 
alguna partícula en el sobrenadante que estaría disminuyendo los números de clones, 
por lo tanto, se quizo evaluar si los exosomas cumplen alguna función y participan de 
esta disminución. Se observó entonces que al contabilizar los clones que excedan los 
100 µm para las 3 concentraciones evaluadas, se obtienen diferencias significativas al 
comparar la condición ST con Exo-1537S (ST: 27.33 ± 1.764 vs Exo-1537S: 6 ± 0.5774; 
* P=0.0399) (Ver Figura 15B) al estimular con 1 µg de exosomas. No se observó 
diferencias significativas al comparar ya sea con Exo-ST o con Exo-C respectivamente 
(Exo-ST: 25.67 ± 1.202, Exo-C: 25.67 ± 0.8819). En cambio, al estimular con 5 µg, no 
se observaron diferencias significativas al realizar comparaciones entre las 4 
condiciones evaluadas respectivamente (ST: 18 ± 0.5774; Exo-ST: 18.33 ± 1.453; Exo-
C: 19 ± 2.082; Exo-1537S: 7.667 ± 0.6667).  
Finalmente, al estimular con 10 µg de exosomas, se observaron diferencias 
significativas al comparar la condición de la célula MDA-MB-231 sin estimular con 
exosomas, es decir, sin tratar (ST) con el resto de condiciones evaluadas. Al comparar 
ST con Exo-ST (ST: 24 ± 2.646 vs Exo-ST: 54.33 ± 7.055; ** P=0.0010), con Exo-C (ST: 
24 ± 2.646 vs Exo-C: 49.67 ± 1.333; ** P=0.0071) y con Exo-1537S (ST: 24 ± 2.646 vs 
Exo-1537S: 60 ± 11.27; **** P<0.0001). Por lo tanto, las células MDA-MB-231, 
disminuyen el número de clones al ser estimuladas con 1 µg de exosomas y el efecto 
contrario se observó al estimular con 10 µg de exosomas, es decir, se vió un aumento 
en el número de colonias. Imágenes representativas de este gráfico se pueden 
observar en la Figura 15A. Luego se realizó un análisis más profundo; se contabilizó los 
distintos rangos de tamaño de los clones al estimular con distintas concentraciones. La 
primera concentración evaluada corresponde a 1 µg de exosomas y como se muestra 
en la Figura 15C, no hay diferencias entre las 4 condiciones evaluadas al contabilizar 
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colonias con un tamaño inferior a 50 µm (ST: 14.333 ± 4.372; Exo-ST: 15.667 ± 2.404; 
Exo-C: 14.667 ± 1.453; Exo-1537S: 19.667 ± 1.764).  
Al contabilizar el número de clones formados que se encuentren entre un rango de 
tamaño de 50-100 µm, se observaron diferencias al comparar todas las condiciones con 
Exo-1537S, en el caso de ST con Exo-1537S (ST: 19.333 ± 1.202 vs exo-1537S: 3.667 
± 0.882; *** P=0.0002), el caso de Exo-ST con Exo-1537S (Exo-ST: 19 ± 1.155 vs Exo-
1537S: 3.667 ± 0.882; *** P=0.0003), y en el caso de Exo-C con Exo-1537S (Exo-C: 
20.667 ± 1.856 vs Exo-1537S: 3.667 ± 0.882; **** P<0.0001). Por último, al contabilizar 
los clones estimulados con 1 µg que exceden los 100 µm, las diferencias son muy 
claras disminuyendo sobre 4 veces la capacidad clonogénica. Entonces, los valores 
promedio son al comparar ST con Exo-1537S (ST: 27.333 ± 1.764 vs Exo-1537S: 6 ± 
0.577; **** P<0.0001), Exo-ST con Exo-1537S (Exo-ST: 25.667 ± 1.202 vs Exo-1537S: 
6 ± 0.577; **** P<0.0001) y Exo-C con Exo-1537S (Exo-C: 25.667 ± 0.882 vs Exo-
1537S: 6 ± 0.577; **** P<0.0001). Resumiendo, al estimular las células MDA-MB-231 
con 1 µg de Exo-1537S se observó una disminución de al menos 2 veces en la cantidad 
de clones en el rango de 50 a 100 µm de diámetro de éstos, y una disminución de al 
menos 4,5 veces cuando los clones exceden los 100 µm de diámetro. En la Figura 15D, 
el rango de tamaño de los clones al estimular con 5 µg de exosomas, no mostró 
diferencias al comparar todas las condiciones y al contabilizar los clones con un tamaño 
inferior a 50 µm (ST: 14.667 ± 0.882; Exo-ST: 18.667 ± 3.844; Exo-C: 22.333 ± 2.186; 
Exo-1537S: 20 ± 4.509) respectivamente. En cambio, al contabilizar clones entre un 
rango de tamaño de 50-100 µm si se observó diferencias en el número entre Exo-ST y 
Exo-1537S (Exo-ST: 20.667 ± 0.667 vs Exo-1537S: 8 ± 2.646; * P=0.0258), y no así al 
comparar las condiciones restantes (ST: 18 ± 1.528; Exo-C: 14.667 ± 2.333). En el 
tamaño de los clones por sobre los 100 µm, no se observó diferencias al comparar las 4 
condiciones (ST: 18 ± 0.577; Exo-ST: 18.333 ± 1.453; Exo-C: 19 ± 2.082; Exo-1537S: 
7.667 ± 0.667). Por lo tanto, podemos decir que cuando las células MDA-MB-231 se 
estimulan con 5 µg tiende a disminuir el número de los clones entre el rango de tamaño 
de 50-100 µm. En la Figura 15E, al estimular con 10 µg y analizar los rangos de 
tamaños, no se observó diferencias al contabilizar clones con un tamaño inferior a 50 
µm (ST: 11 ± 0.577; Exo-ST: 11.333 ± 1.202; Exo-C: 9.667 ± 0.882; Exo-1537S: 9.333 ± 
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1.764) y con un rango de tamaño que va de los 50-100 µm (ST: 15.333 ± 0.882; Exo-
ST: 12 ± 0.577; Exo-C: 11.667 ± 0.882; Exo-1537S: 17.333 ± 1.202). Si se observó 
diferencias al comparar la condición ST con Exo-ST (ST: 24 ± 2.646 vs Exo-ST: 54.333 
± 7.055; *** P=0.0009), al comparar con Exo-C (ST: 24 ± 2.646 vs Exo-C: 49.667 ± 
1.333; ** P=0.0064) y al comparar con Exo-1537S (ST: 24 ± 2.646 vs Exo-1537S: 60 ± 
11.269; **** P=<0.0001). Este último gráfico nos sugiere que hay una tendencia al 
aumento en el número de clones que exceden los 100 µm al estimular con 10 µg.           
También se evaluó el efecto que tendrían exosomas que provienen de una línea celular 
más metastásica como lo es MDA-MB-231 sobre una línea no metastásica como lo es 
T-47D (Willmann et al., 2015). Como se mostro antes en la Figura 7, al estimular con 
sobrenadante que proviene de una línea celular metastásica como MDA-MB-231, y en 
particular, sobrenadante que proviene de la condición de transfección con ASO-1537S, 
se observó una disminución en la capacidad de crecer independiente de anclaje al 
contabilizar un número menor de clones en un rango de tamaño inferior a 50 µm y no 
así entre el rango de 50-100 µm y mayor a 100 µm, por lo tanto, este sobrenadante 
estimula esta capacidad en las células T-47D aunque sean pequeños en diámetro. Por 
lo tanto esta línea celular en particular, genera clones más pequeños a diferencia de la 
línea MDA-MB-231. Se observó en la Figura 16B que al contabilizar el número de los 
clones que exceden los 100 µm para las 3 concentraciones evaluadas, no hay 
diferencias al estimular con 1 µg de exosomas (ST: 2.333 ± 0.3333; Exo-ST: 1.333 ± 
0.3333; Exo-C: 1.333 ± 0.3333; Exo-1537S: 1.333 ± 0.3333). Tampoco se observaron 
diferencias al estimular con 5 µg (ST: 1.8 ± 0.2; Exo-ST: 1.333 ± 0.3333; Exo-C: 1.467 ± 
0.2906; Exo-1537S: 1.133 ± 0.1333). Finalmente al estimular con 10 µg tampoco se 
observó significancia (ST: 2 ± 0.5774; Exo-ST: 2.467 ± 0.2906; Exo-C: 1.8 ± 0.2; Exo-
1537S: 1.667 ± 0.333). Al realizar la estadística y comparaciones de cada condición por 
tamaño y a distintas concentraciones, se observó en la Figura 16C al analizar el número 
de clones con una concentración de 1 µg de exosomas; existen menos clones con el 
Exo-1537S en rangos de tamaño inferior a 50 µm al comparar ST con Exo-1537S (ST: 
9.333 ± 1.764 vs Exo-1537S: 1.667 ± 0.333; *** P=0.0009), Exo-ST con Exo-1537S 
(Exo-ST: 11 ± 1.155 vs Exo-1537S: 1.667 ± 0.333; **** P<0.0001), y Exo-C con Exo-




Figura 15. Efecto de la incubación con exosomas sobre la tumorigenicidad de 
células MDA-MB-231.  La línea celular MDA-MB-231 se trató con 1, 5 y 10 µg de 
exosomas de cada condición por 24 h. Posteriormente se sembró en triplicado, 1000 
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células/pocillo en placas de 12 pocillos con un matriz de agar blando, y se mantuvo 
durante 21 días. Se contabilizó aquellas colonias con un diámetro <50 µm, entre 50-100 
µm y >100 µm. (A) Imágenes de colonias generadas post-21 días de experimentación 
para cada condición donde ST: Sin Tratar; Exo-ST: Exosomas Sin Tratar; Exo-C: 
Exosomas Control; Exo-1537S: Exosomas 1537S. (B) Gráfico de barras que representa 
el número total de colonias que se forman a distinas concentraciones de exosomas. Los 
clones contabilizados exceden los 100 µm en este caso. (C, D y E) Gráfico de barras 
que representa el detalle de los números de clones que se generan a distintas 
concentraciones (1, 5 y 10 µg respectivamente) al agrupar las colonias por tamaño. Los 
resultados representan el promedio ± S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001, *** P≤0.001, ** 
P≤0.01, * P<0.05. El análisis estadístico se realizó con un test ANOVA de dos vías 
seguido de un test de comparaciones múltiples Tukey, con un alfa de 0.05 y un índice 
de confianza de 95%.  
 
 
Por otro lado, no existe significancia entre el rango de tamaño de 50-100 µm al 
comparar las distintas condiciones (ST: 4.333 ± 2.028; Exo-ST: 4.667 ± 0.882; Exo-C: 
4.333 ± 1.453; Exo-1537S: 3.333 ± 0.333), ni tampoco se dan diferencias al exceder 
100 µm de tamaño (ST: 2.333 ± 0.333; Exo-ST: 1.333 ± 0.333; Exo-C: 1.333 ± 0.333; 
Exo-1537S: 1.333 ± 0.333). En la Figura 16D al estimular las células T-47D con 5 µg de 
exosomas no hay diferencias entre el número de los clones que tienen un tamaño 
inferior a 50 µm (ST: 1.333 ± 0.333; Exo-ST: 4 ± 2.082; Exo-C: 4.333 ± 0.667; Exo-
1537S: 3.333 ± 0.333). Sin embargo, si se observaron diferencias entre las colonias que 
presentan un rango de tamaño de entre 50-100 µm al comparar con la condición ST con 
Exo-ST (ST: 3.667 ± 1.202 vs Exo-ST: 11.333 ± 2.848; * P=0.0151) y Exo-ST con Exo-
1537S (Exo-ST: 11.333 ± 2.848 vs Exo-1537S: 3.667 ± 0.667; * P=0.0151). La 
condición Exo-C en este caso no desencadenó diferencias con ninguna otra condición 
(Exo-C: 7 ± 2.309). Al contabilizar clones que exceden un tamaño de 100 µm no se 
obtuvo diferencias entre las 4 condiciones analizadas (ST: 1.8 ± 0.2; Exo-ST: 1.333 ± 
0.333; Exo-C: 1.467 ± 0.291; Exo-1537S: 1.133 ± 0.133). Por último, al estimular con 10 
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µg de exosomas no se observó (Figura 16E) ninguna diferencia entre todos los tamaños 
analizados. En el primer caso, se observó aquellos clones inferiores a 50 µm (ST: 2.333 
± 0.333; Exo-ST: 3.167 ± 1.014; Exo-C: 2.833 ± 0.726; Exo-1537S: 2.167 ± 0.441) y los 
datos muestran que no hay diferencias. Entre el rango de 50-100 µm (ST: 2.333 ± 
0.667; Exo-ST: 2 ± 0.577; Exo-C: 1.667 ± 0.333; Exo-1537S: 2.333 ± 0.882) no hay 
diferencias y al contabilizar los que exceden 100 µm (ST: 2 ± 0.577; Exo-ST: 2.467 ± 
0.291; Exo-C: 1.8 ± 0.2; Exo-1537S: 1.667 ± 0.333) tampoco se vieron diferencias.  
Resumiendo, de este último análisis en la capacidad de crecer independiente de anclaje 
para la célula T-47D, se observó que a bajas concentraciones de estimulación con 
exosomas, hay menos clones y más pequeños que no exceden 50 µm, a diferencia de 
lo que se da en células MDA-MB-231 donde el efecto se da en clones de un mayor 
tamaño que excedan los 100 µm.  
 
5.9. Efecto de los exosomas en la capacidad invasora. 
Otra propiedad tumorogénica es la capacidad de invadir, la cual se relaciona con 
metástasis y por lo tanto con la progresión tumoral. Entonces se evaluó que pasaba con 
la invasión en células MDA-MB-231 después de ser estimuladas con exosomas de las 
distintas condiciones y a distintas concentraciones. En la Figura 17A se muestra una 
imagen representativa de lo anterior para cada grupo. En la Figura 17B, se muestra que 
al estimular primero con 1 µg no se observó diferencias en el número total de células 
que invadieron la matriz (ST: 44 ± 2.633; Exo-ST: 44.5 ± 1.875; Exo-C: 43.5 ± 3.547; 
Exo-1537S: 51 ± 1.528). Al estimular con una mayor concentración (5 µg) si es posible 
observar diferencias, entre ST y Exo-11537S (ST: 48 ± 0.6831 vs Exo-1537S: 29.17 ± 
1.046; ** P=0.0017) y entre Exo-ST con Exo-1537S (Exo-ST: 44 ± 1.033 vs Exo-1537S: 
29.17 ± 1.046; * P=0.0364). En este caso Exo-C (36 ± 0.6831) no estimula ni disminuye 






Figura 16. Efecto de la incubación con exosomas sobre la tumorigenicidad de 
células T-47D.  La línea celular T-47D se trató con 1, 5 y 10 µg de exosomas de cada 
condición por 24 h. Posteriormente se sembró en triplicado, 2000 células/pocillo en 
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placas de 12 pocillos con un matriz de agar blando, y se mantuvo durante 21 días. Se 
contabilizó aquellas colonias con un diámetro <50 µm, entre 50-100 µm y >100 µm. (A) 
Imágenes de colonias generadas post-21 días de experimentación para cada condición 
donde ST: Sin Tratar; Exo-ST: Exosomas Sin Tratar; Exo-C: Exosomas Control; Exo-
1537S: Exosomas 1537S. (B) Gráfico de barras que representa el número total de 
colonias que se forman a distinas concentraciones de exosomas. Los clones 
contabilizados exceden los 100 µm en este caso. (C, D y E) Gráfico de barras que 
representa el detalle de los números de clones que se generan a distintas 
concentraciones (1, 5 y 10 µg respectivamente) al agrupar las colonias por tamaño. Los 
resultados representan el promedio ± S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001, *** P≤0.001, * 
P<0.05. El análisis estadístico se realizó con un test ANOVA de dos vías seguido de un 




Finalmente al estimular con 10 µg si se observaron diferencias claras entre las 4 
condiciones analizadas. La primera diferencia se da entre ST con Exo-C (ST: 41.25 ± 
4.655 vs Exo-C: 26.93 ± 3.656; ** P=0.0020), también entre ST y Exo-1537S (ST: 41.25 
± 4.655 vs Exo-1537S: 4.12 ± 0.6227; **** P<0.0001), entre Exo-ST y Exo-C (Exo-ST: 
43 ± 1.683 vs Exo-C: 26.93 ± 3.656; * P=0.0122), entre Exo-ST y Exo-1537S (Exo-ST: 
43 ± 1.683 vs Exo-1537S: 4.12 ± 0.6227; **** P<0.0001) y entre Exo-C y Exo-1537S 
(Exo-C: 26.93 ± 3.656 vs Exo-1537S: 4.12 ± 0.6227; **** P<0.0001). Con respecto a 
todos estos datos y diferencias que se dan entre condiciones, se puede resumir que al 
estimular con 10 µg es donde se vio la mayor baja, es decir, la mayor disminución de la 







Figura 17. Efecto de la incubación con exosomas sobre la capacidad de invadir de 
células MDA-MB-231. Se sembró 1.5 x 105 células sobre el matrigel de la placa de 
invasión estimuladas previamente por 24 h con 1, 5 y 10 µg de exosomas para cada 
condición. Se determinó la capacidad invasora de acuerdo a la cantidad de células 
dentro del matrigel a las 48 h post-sembrado. Los núcleos se marcaron con DAPI y se 
cuantificó el número de células invasoras en microscopía de epifluorescencia (200x). 
(A) Imágenes representativas de las condiciones evaluadas marcadas con DAPI. (B) 
Los gráficos representan el número de células invasoras a las 48 h. Los resultados 
representan el promedio ± S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001, P** P≤0.01, * P<0.05. El análisis 
estadístico se realizó con un test ANOVA de una vía seguido de un test de 






El mismo experimento anterior se debe repetir pero esta vez con una línea celular 
menos metastásica como lo es T-47D, y de la misma forma se realiza una incubación 
previa por 24 h con las distintas concentraciones de exosomas para los distintos grupos 
y se muestran imágenes representativas para cada grupo en la Figura 18A. Entonces al 
estimular las células T-47D con 1 µg de exosomas no se observó diferencias en la 
invasión (Figura 18B) entre todos los grupos (ST: 23.75 ± 0.9774; Exo-ST: 22.5 ± 0.866; 
Exo-C: 21.25 ± 1.013; Exo-1537S: 22.38 ± 1.068). Al estimular con 5 µg tampoco se 
observó cambio en la capacidad invasora sobre la célula receptora (ST: 21.5 ± 1.15; 
Exo-ST: 20.5 ± 1.18; Exo-C: 19.5 ± 0.8018; Exo-1537S: 17.63 ± 0.9051). En cambio, al 
estimular con 10 µg si encontramos diferencias entre ST con Exo-1537S (ST: 20.63 ± 
2.095 vs Exo-1537S: 12.13 ± 0.7892; *** P=0.0006), entre Exo-ST con Exo-C (Exo-ST: 
22.88 ± 2.125 vs Exo-C: 16.75 ± 1.436; * P=0.0469) y finalmente entre Exo-ST y Exo-
1537S (Exo-ST: 22.88 ± 2.125 vs Exo-1537S: 12.13 ± 0.7892; **** P<0.0001). Por lo 
tanto, al estimular a las T-47D con 10 µg de exosomas se observaron diferencias, es 
decir, la capacidad de invadir disminuye al comparar las condiciones control (ST y Exo-
ST) con Exo-1537S en la célula T-47D. Resumiendo, el Exosoma-1537S disminuye la 







Figura 18. Efecto de la incubación con exosomas sobre la capacidad de invadir de 
células T-47D. Se sembraron 1.5 x 105 células sobre el matrigel de la placa de invasión 
estimuladas previamente por 24 h con 1, 5 y 10 µg de exosomas de cada condición. Se 
determinó la capacidad invasora de acuerdo a la cantidad de células dentro del matrigel 
a las 24 h post-sembrado. Los núcleos se marcaron con DAPI y se cuantificó el número 
de células invasoras en microscopía de epifluorescencia (200x). (A) Imágenes 
representativas de las condiciones evaluadas marcadas con DAPI. (B) Los gráficos 
representan el número de células invasoras a las 48 h. Los resultados representan el 
promedio ± S.E.M. (n=3), **** P≤0.0001, *** P≤0.001, * P<0.05. El análisis estadístico se 
realizó con un test ANOVA de una vía seguido de un test de comparaciones múltiples 
Tukey, con un alfa de 0.05 y un índice de confianza de 95%. 
 




El desarrollo de terapias dirigidas a nuevos blancos en cáncer, ha contribuido a dar un 
avance significativo en el tratamiento de esta enfermedad en los últimos años (Afghahi 
y Sledge, 2015). La capacidad de elegir como blanco ciertas características propias de 
las células tumorales, ha contribuido a lograr un tratamiento más efectivo y en general 
un aumento en la sobrevida de los pacientes (Mendes et al., 2015). Las terapias 
dirigidas, desarrolladas hasta ahora, se concentran principalmente en i) la proliferación, 
ii) supervivencia de células tumorales, iii) angiogénesis y iv) en la respuesta inmune en 
contra del tumor (Hughes et al., 2016). Sin embargo, las terapias dirigidas no son una 
realidad para todos los cánceres (Afghahi y Sledge, 2015); tarde o temprano, las células 
blanco de este tipo de terapias desarrollan resistencia, conllevando a la progresión 
tumoral y finalmente a la muerte. Con respecto al cáncer de mama, los ensayos clínicos 
en un comienzo se han basado en terapias endocrinas (Mukai, 2010) dirigidas hacia el 
receptor de estrógeno o progesterona (Palmieri et al., 2014). Dentro de los últimos 
estudios clínicos aprobados, se encuentra un inhibidor de las CDK4/6 para el 
tratamiento de cánceres avanzados y que sean positivos para receptores hormonales y 
negativos para HER2 (Corona y Generali, 2018) y también se aprobó el primer 
tratamiento dirigido a pacientes que presenten una mutación en el gen BRCA 
(Gornstein et al., 2017). Vale la pena mencionar, que ambos fármacos se utilizan en 
combinación con otros con el objetivo de evitar que el paciente genere resistencia a la 
terapia. Sin embargo, es aquí donde se genera la mayor cantidad de problemas, ya que 
los tumores presentan una gran heterogeneidad, tanto intra-tumoral como entre 
pacientes, lo que impide que una terapia que fue satisfactoria para uno de ellos, sirva 
para otro (Howard y Bland, 2012). Esto hace que el desafío de una terapia integrativa 
sean hoy uno de los mayores retos terapéuticos, ya que se busca que tenga una buena 
eficiencia en pacientes con distintos grados de lesión y rango etario, entre otras 
características.  
En la búsqueda de contestar este desafío, buscando un nuevo blanco terapéutico, 
nuestro laboratorio ha descrito una nueva familia de RNAs largos no codificantes de 
origen mitocondrial (ncmtRNA), llamados Sentido (SncmtRNA) y Antisentido 
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(ASncmtRNA). La familia de transcritos ASncmtRNAs muestra una baja expresión en 
células tumorales, a diferencia de la familia de transcritos SncmtRNA que se 
encuentran expresados en células normales y tumorales (Villegas et al., 2007; Burzio et 
al., 2009). En modelos in vivo, como ortotópicos y subcutáneos de cáncer renal murino 
y melanoma, se ha observado una disminución significativa del volumen tumoral, 
llegando en algunos casos a eliminar completamente el tumor (Lobos-González et al., 
2016, Borgna et al., 2017). Actualmente esta terapia se encuentra en fase clínica en 
Estados Unidos (NCT02508441) lo que implica que los resultados en pacientes son 
muy prometedores.  
Si bien, los resultados de nuestro equipo sugieren que la terapia es capaz de frenar o 
retardar la metástasis, no tenemos claridad en el mecanismo molecular por el cual 
ocurre. Entonces, es aquí donde evaluar la comunicación celular entre células 
tumorales toma fuerza, y se transforma en un nuevo foco de estudio. Las 
microvesículas son importantes mediadores en la comunicación célula-célula 
transportando varias biomoléculas; lípidos, proteínas, RNAs y DNA que aportan 
información inconmensurable a la célula receptora. De esta manera pueden actuar de 
manera oncogénica y jugar un rol importante en la progresión del cáncer (Whiteside, 
2016). Son de especial interés entre esta variada población de las vesículas 
extracelulares los exosomas y en particular en cáncer de mama ya que se cree que 
podrían ser una herramienta importante tanto en i) diagnóstico; al identificar algún 
marcador terapéutico que se encuentre dentro de esta vesícula, y que de alguna 
manera otorgue diferencias en personas que padecen y no la enfermedad (Braicu et al., 
2015) y en ii) pronóstico, ya que evaluando su contenido se puede estimar el grado de 
agresividad del tumor en el paciente (Braicu et al., 2015).   
Los exosomas secretados por células metastásicas mamarias, son capaces de 
potenciar las propiedades tumorogénicas de células menos agresivas de una manera 
paracrina (Harris et al., 2015) como lo es la capacidad invasora. En experimentos in 
vitro es posible ver una disminución de propiedades migratorias en la célula receptora, 
que al cabo de un tiempo si no se sigue estimulando con exosomas, éstas revierten su 
comportamiento (Munson et al., 2015). Esto es de suma importancia, ya que en un 
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modelo in vivo influyen muchos factores dentro del mismo microambiente tumoral que 
son capaces de mantener este efecto paracrino durante largos periodos de tiempo. Por 
ejemplo, se ha determinado que exosomas pueden ser secretados a partir del tumor 
primario, y llegar a preparar nichos metastásicos en tejidos para futuros tumores 
secundarios (Hoshino et al., 2015).   
Para esta tesis tiene relevancia lo descrito anteriormente, ya que en primera instancia, 
se deben aislar exosomas a partir de células de cáncer de mama MDA-MB-231, línea 
celular reconocida por su alto potencial metastásico, y posteriormente se realizarán 
experimentos que darán cuenta de este efecto paracrino y/o autocrino. Es decir, su 
afección sobre células de menor potencial metastásico como T-47D y sobre sí misma 
respectivamente. En segundo lugar, nos propusimos determinar si aquellas células que 
están transfectadas con un ASO para interferir a los ncmtRNAs son capaces de 
secretar exosomas que tengan en su cargo alguna proteína o RNA en particular que 
este reprogramando a éstas células, desencadenando la perdida de propiedades 
tumorogénicas. Para lo anterior, es necesario conocer la eficiencia de transfección para 
la célula MDA-MB-231 al utilizar oligonucleótidos antisentido (ASOs). Se observó 
entonces que este porcentaje excede el 95% a las 24 h post-transfección (Ver Figura 
8), indicativo que la mayor parte de las células se encuentra transfectada con el ASO de 
interés en este tiempo y por tanto va a ejercer la función que se ha hablado 
anteriormente. A las 24 h post-transfección también se observó que el porcentaje de 
células muertas es de alrededor de un 30% para la línea celular en particular (Ver 
Figura 9), lo que indica que a pesar de que las células esten completamente 
transfectadas el efecto de muerte celular se da en distintos momentos en la célula, lo 
cual depende del momento del ciclo celular en que se encuentre la célula (Vidaurre et 
al., 2014). Considerando estos dos puntos, es que se decidió por aislar y purificar 
exosomas 24 h post-transfección, ya que sabemos que la mayor parte de células esta 
transfectada y no sólo eso, sino que tenemos un porcentaje de muerte inferior a un 
30%, lo que garantiza que en la purificación de exosomas obtenida, va a existir una 
mayor cantidad de vesículas extracelulares que provenga de células vivas que muertas, 
lo que permite más adelante asociar el efecto al contenido de la vesícula y no a las 
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señales de apoptosis o a la formación de cuerpos apoptoticos que provengan de células 
muertas lo cual se daria mucho más a las 48 h (Willms et al., 2016; Shin et al., 2017).  
Durante los pasos de purificación de exosomas, es necesario demostrar que a medida 
que pasan las centrifugaciones, en cada una de ellas se van eliminando partículas más 
grandes, hasta llegar finalmente a la fracción que nos interesa. En la Figura 10, 
mostramos éstos pasos de purificación en donde el sobrenadante inicial tiene partículas 
de un tamaño que exceden los 500 nm, ya que en este sobrenadante, se encuentran 
células muertas, y aunque sea un porcentaje de muerte bajo 30%, es suficiente para 
ser detectado. Por lo tanto cada centrifugación previa eliminó partículas de mayor 
tamaño y se vió que el "peak" es cada vez más limpio.    
Al momento de purificar los exosomas es importante evaluar que se cumplen los 
parámetros característicos para éstas vesículas. Uno de ellos es el tamaño, que se 
encuentre en un rango de 40 - 200 nm (Nawaz et al., 2014). Como se observó y mostró 
en la Figura 11A-D, todas las fracciones purificadas tienen partículas que están dentro 
de este rango. Sin embargo, también se encontró partículas que exceden ese tamaño, 
que no necesariamente implica contaminación con otro tipo de vesículas sino que 
sugiere que se estarían formando agregados entre exosomas, esto ocurre a raíz de la 
interacción de proteínas de la capa externa de los exosomas, y eso explicaría el cambio 
del radio. También cabe mencionar que el análisis de seguimiento de partículas no es 
capaz de detectar partículas muy pequeñas, debido a que el equipo realiza un cálculo 
en base al movimiento browniano de las partículas, donde junto con las variables de 
temperatura, intensidad, entre otras, no hace una lectura apropiada, por lo tanto entrega 
un tamaño mayor al que corresponde. Esto podría ser nuestro caso, ya que en la Figura 
12, se ve en la microscopía electrónica partículas entre 50 y 70 nm a pesar que el 
equipo nos indica que nuestros "peaks" en algunos casos están alrededor de los 100 
nm. Con ambos antecedentes podemos dar cuenta que nuestras muestras se 
encuentran muy enriquecidas en exosomas.  
La caracterización de los exosomas no sólo es por su diámetro e integridad, también 
por sus marcadores proteicos. Para ello, el paso siguiente fue cuantificar la 
concentración de proteínas totales de los exosomas purificados. Así, la concentración 
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de proteína obtenida para el caso de Exo-1537S la que varía si se compara con los 
valores promedio de las otras 3 condiciones (Figura 11E y F). Esto sugiere que el ASO-
1537S al ingresar a la célula receptora está generando cambios, los cuales vemos 
como un aumento en la cantidad de proteína total. Si a este dato le sumamos los 
resultados del seguimiento de partículas de la Figura 11A-D, observamos que se 
estarían secretando al menos 2 veces más exosomas comparándose con el resto de 
condiciones.  
Como se menciono anteriormente, se requiere ver ciertos marcadores exclusivos en los 
exosomas, y evaluar su presencia o ausencia en lisados celulares totales y/o en 
fracciones enriquecidas de éstas vesículas. El primer marcador a ver es Calnexina, el 
cual corresponde a nuestro control negativo y nos indica si hay alguna contaminación 
con proteínas o vesículas que provengan del mismo retículo (Lobb et al., 2015) y como 
se observa en la Figura 13, sólo está presente en el lisado celular y no así en 
exosomas, claro indicio de una purificación adecuada descartando vesículas 
provenientes de este organelo. Otro marcador utilizado como control de carga es 
HSP60 y se observó que sólo esta presente en el lisado y no así en exosomas, algo 
bastante distinto a lo reportado, en donde es practicamente aceptado que también se 
encuentra en exosomas de distintas líneas celulares de cáncer (Cordonnier et al., 2017) 
como de melanoma y gástrico (Merendino et al., 2010; Campanella et al., 2012). Sin 
embargo, en el caso de cáncer de mama y en particular la línea celular MDA-MB-231, 
no hay reportes de HSP60 en sus exosomas a diferencia de HSP70 y 90 que si ha sido 
reportado (Campanella et al., 2012). En otras líneas de cáncer de mama como MCF-7 
si ha sido reportado HSP60 (Griffiths et al., 2017) lo que sería una interesante diferencia 
a evaluar a futuro como una herramienta de diagnóstico, es decir, la posible ausencia 
de HSP60 podría ser indicativo de malignidad y ser utilizado como un biomarcador 
(Cordonnier et al., 2017).  
Rab27a es otra proteína que participa en el proceso de unión y fusión de los cuerpos 
multivesiculares a la membrana plasmática, mediando así, la liberación de exosomas 
hacia el extracelular (Ostrowski et al., 2010), en nuestro caso, esta proteína se 
encuentra presente tanto en el lisado como en exosomas, indicando que durante los 
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últimos pasos de la biogénesis exosomal, esta proteína es liberada al extracelular en el 
mismo exosoma, donde puede estar en el lumen o membrana exosomal. Por otra parte, 
partipantes de la biogénesis exosomal como TSG101 y ALIX, donde esta última es la 
responsable por ser el último chequeo de los cuerpos multivesiculares ya sea para que 
se dirijan a una vía de degradación lisosomal o se fusionen a la membrana y liberen su 
contenido al extracelular fueron detectadas como se esperaban (Iavello et al., 2016). La 
presencia de TSG101 está en el lisado como en exosomas, y no así el caso de ALIX 
que fue detectado por nosotros sólo en el lisado, el cual es un resultado ambiguo, ya 
que a diferencia de lo que ha sido documentado antes, se encuentra presente tanto en 
lisado como en exosomas en la línea celular MDA-MB-231 (Harris et al., 2015; Green et 
al., 2015) y ha sido reportado ampliamente en trabajos de exosomas (Théry et al., 
2016) que ALIX debe estar presente. Su ausencia puede ser explicada, ya sea porque 
la proteína que sufre alguna modificación en su estructura al ingresar al exosoma que 
hace imposible su detección o por la variabilidad que hay en las líneas celulares con el 
paso del tiempo. Con respecto a GAPDH el cual es también un control de carga muy 
utilizado, se ve que esta presente en el lisado celular MDA-MB-231 para las 4 
condiciones evaluadas, en cambio, en exosomas solo se encuentra presente en Exo-C 
y Exo-1537S, es decir, solo las líneas que fueron transfectadas con ASOs. Lo anterior 
indica que solo el hecho de ingresar éstas secuencias a la célula implica un cambio que 
se ve reflejado en exosomas, ya que en exosomas que provienen de una célula sin 
tratar, no se observó presencia de la proteína. Análisis del proteoma de exosomas que 
provienen de cerebro (Graner et al., 2009) han detectado GAPDH dentro del contenido, 
así como también fibroblastos (Luga et al., 2012), sin embargo, hasta el dia de hoy no 
se tiene claridad con respecto a esta proteína en exosomas de cáncer de mama.  
A pesar de los resultados ambiguos que arroja el Western blot con respecto a ALIX, 
GAPDH y HSP60, la evidencia del análisis de la concentración total de partículas como 
la microscopía electrónica, dan argumentos suficientes, para decir que se esta 
trabajando con unfracción muy enriquecida de exosomas y una vez se corrobora la 
presencia de éstos en la muestra, y que se encuentran íntegros, se puede proceder a 
realizar los ensayos funcionales. El primer ensayo funcional que se realizó fue un MTT, 
el cual nos permitió evaluar indirectamente la proliferación celular (Stockert et al., 2012). 
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En la Figura 14A, se estimuló por 24 h con exosomas de las distintas condiciones a la 
célula MDA-MB-231, y luego éstas células son a las cuales se les midió la proliferación 
a distintos tiempos. Se observó que a las 24 h hay un retardo en la proliferación para 
aquellas células incubadas con Exo-1537S y no así con el resto, lo que indica que hay 
algo en este exosoma, ya sea en su contenido o su membrana que estaría ejerciendo 
un efecto sobre la viabilidad celular. Para conocer si es el contenido del exosoma el 
responsable de desencadenar el efecto, en particular, su contenido proteico o de RNAs 
es que se realizó un control (Figura 14B), en donde el Exosoma-1537S se sometió a i) 
sonicación, y ii) acción enzimática como RNAsa y proteinasa K. Las células se 
incubaron con éstos diferentes controles por 24 h y se midió la proliferación celular a 
distintos tiempos. Se observó entonces que el Exo-1537S sonicado no afecta la 
viabilidad de la célula receptora al igual que cuando las células son tratadas 
previamente con proteinasa K. Por el contrario, esta viabilidad se ve disminuida al 
tratarla con exosomas sometidos a tratamiento con RNAsa y en mayor medida se ve 
con la condición del Exo-1537S sin tratarlo con nada, lo que sugiere que al eliminar el 
contenido de RNAs externos de este exosoma en particular, no habrían RNAs 
involucrados en modificar la viabilidad, lo que deja la posibilidad de que sea el 
contenido proteico, el responsable de la disminución que se observó en la Figura 14.  
Las propiedades tumorogénicas como invasión y la capacidad de crecer independiente 
de anclaje, son etapas esenciales de la metástasis (Mori et al., 2009). Las células MDA-
MB-231 estimuladas con 1 µg de Exosomas-1537S pierden o disminuyen la capacidad 
de crecer independiente de anclaje, se observó claramente en el rango de 50-100 µm y 
> 100 µm (Figura 15C). Lo interesante es que uno esperaría que aumentara el número 
de clones al estimular con exosomas que provengan de condiciones control por sobre la 
célula sin tratar, de manera de ver una potenciación en el efecto, cuestión que no 
ocurre en este caso, tal vez esto este desencadenado por el contenido, el cual no 
modifica a esta característica necesariamente, y podrían ser otras propiedades las que 
se pudieran afectar. Con respecto a la Figura 15E, se da completamente un efecto 
contrario, en donde no hay diferencias entre las 4 condiciones tanto en clones inferiores 
a 50 µm y en un rango de 50-100 µm, pero si se da un aumento en el número de clones 
para todas las condiciones que fueron estimuladas con exosomas (Exo-ST, Exo-C, Exo-
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1537S) lo cual en vez de disminuir la capacidad de crecer independiente de anclaje 
como se esperaría que haga Exo-1537S, ocurre lo contrario, es decir, no es capaz de 
producir este efecto, lo cual puede deberse a que ya con 10 µg de exosomas para 
evaluar esta propiedad tumorogénica en particular, podría ser excesivo y se produce 
una saturación del sistema o la reprogramación de la célula desencadenada por el 
contenido del exosoma es multiblanco, perdiéndose la magnitud del cambio.  
Por otra parte, se evaluó el efecto que tendrían exosomas aislados a partir de una 
célula metastásica como lo es MDA-MB-231 sobre una célula no metastásica como T-
47D (Figura 16C), se observó que el Exo-1537S disminuye al estimular con 1 µg, el 
número de los clones formados con un tamaño inferior a 50 µm, y al contabilizar 
tamaños superiores no es posible observar diferencias entre las 4 condiciones. Al 
estimular con 5 µg, disminuye la capacidad clonogénica al tratar con Exo-1537S y 
también se potencia al comparar ST con Exo-ST y Exo-C a pesar que esta última es 
sólo una tendencia al aumento. Además, al estimular con 10 µg las células T-47D, no 
hay diferencias en la capacidad de formar clones. Resumiendo, el Exo-1537S 
disminuye la capacidad de crecer independiente de anclaje solo cuando se estimula con 
una baja concentración de exosomas (1 µg).  
Con las células T-47D la capacidad de formar clones también se vió disminuida con 
concentraciones bajas de 1 µg, y con clones de diámetro menor a 50 µm. Cabe 
mencionar que la célula T-47D es conocida por realizar pocos clones de igual o mayor a 
100 µm (Donnarumma et al., 2017). Por lo tanto, insistimos en la idea de que los 
exosomas son capaces de causar una reprogramación celular que es dosis 
dependiente. No sabemos ni la vía, ni las moléculas involucradas pero, es aquí, donde 
se abre el estudio para el futuro.  
La capacidad invasiva de las células MDA-MB-231 disminuye después de ser 
estimulada con altas concentraciones (5 y 10 µg) (Figura 17). Incluso podemos 
mencionar que esta disminución es directamente proporcional, es decir el Exo-1537S a 
medida que aumenta la concentración disminuye la invasión y nuevamente se ve que 
tanto el Exo-ST y Exo-C no aumentan la capacidad invasora de la célula MDA-MB-231, 
es decir, no hay un efecto autocrino utilizando este tipo de exosomas a diferencia del 
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Exo-1537S donde hay una disminución bastante marcada. Con respecto a lo que pasa 
con la invasión en células T-47D (Figura 18), éstas células son reconocidas por ser 
menos invasivas que las células MDA-MB-231, y esto se vió en los resultados (Figuras 
17 y 18) en donde el número de células que invaden por campo contabilizado es 
alrededor de 40 para MDA-MB-231 y alrededor de 20 para T-47D, una diferencia de 
casi el doble. A pesar de lo anterior, al incubar con 10 µg de Exo-1537S si se observó 
una disminución en el número de células si se compara con el resto de condiciones 
(ST, Exo-ST y Exo-C) y concentraciones (1 y 5 µg). Por lo tanto, en ambas líneas 
celulares la incubación con el exosoma cambia su capacidad tanto de forma autocrina 
(MDA-MB-231 + Exo-MDA-MB-231) y paracrino (T-47D + Exo-MDA-MB-231) en ambos 
casos al incubar con una alta concentración de exosomas (10 µg). Cabe destacar que 
comparando con los ensayos clonogénicos, los resultados son lo contrario, es decir, en 
el ensayo clonogénico a bajas concentraciones es donde se da una disminución del 
número de clones, no a altas concentraciones. Esto significa que se necesita una mayor 
cantidad de exosomas en comparación con en el ensayo clonogénico para poder 
generar un efecto en la célula receptora. Si se analizan ambas propiedades 
tumorogénicas por separado, la invasión trata de la capacidad que tienen las células de 
ingresar a un tejido cercano, con el fin de ramificar la enfermedad, mientras que la 
capacidad de crecer independiente de anclaje tiene relación con la supervivencia de 
una célula tumoral y la capacidad de mantenerse proliferando y colonizar en el tiempo 
(Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011; Fidler y Kripke, 2015).  
Dentro de un microambiente tumoral se encuentran otros tipos celulares que 
contribuyen a la propagación del cáncer, como células del sistema inmune, fibroblastos, 
entre otros, que son de alguna forma secuestrados por señales de las células 
tumorales, de manera de ahora funcionar a favor de ellas (Junttila y de Sauvage, 2013). 
Si se quisiera extrapolar estos resultados a un modelo in vivo, la correcta concentración 
de exosomas a utilizar sería 10 µg, ya que con esta cantidad es suficiente para generar 
un efecto de freno de invasión. Sin embargo, los resultados a esa concentración 
muestran que la capacidad de crecer independiente de anclaje se mantiene o en el 
caso de MDA-MB-231 aumenta el número de colonias. Con 10 µg de exosomas, sin 
importar cual de los 3 exosomas son, hemos ido calculando que si sembramos 150.000 
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células y le adicionamos los 10 µg tenemos a cada célula estimulada con un rango de 
1666 a 2540 exosomas por célula. Sabemos que cuantificar el número de exosomas o 
las concentraciones de proteínas, para efectos funcionales no ha variado el resultado. 
Es decir, con bajas concentraciones (1 µg) o número de exosomas 160 - 210 la invasión 
no cambia, pero la respuesta de formar clones se ve disminuida con el Exo-1537S.  
Por el contrario, con 10 µg que equivalen a 1666 - 2540 exosomas por célula, la 
invasión se afecta y no lo hace la capacidad de formar clones, ¿Qué es lo que está 
ocurriendo?, sospechamos que son umbrales diferentes de respuesta para diferentes 
capacidades tumorales, ¿ Y el número de exosomas y la concentración de proteína 
afecta a la respuesta?. ya vimos que no cambia la respuesta, por lo tanto, lo que sigue 
es investigar el contenido en detalle. Sin embargo, el hecho de frenar la invasión tendría 
mayor potencial terapéutico ya que impediría la capacidad de las células tumorales de 
formar nichos metastásicos, conteniendo la metástasis (Peinado et al., 2017).  
Por lo tanto, los exosomas son responsables de gatillar éstos efectos entregando su 
contenido a la célula receptora de una manera paracrina como autocrina (Braicu et al., 
2015; Sung et al., 2015; Wang et al., 2016). Entonces el contenido exosomal es el que 
define el comportamiento de la célula que recibe este mensaje (Zduriencikova et al., 
2015; Abramowicz et al., 2016). Cabe mencionar que existen pocos estudios a la fecha 
que definan proteínas exosomales que se encuentren descritas con roles claros en el 
desarrollo del cáncer de mama y que a su vez, sean responsables por el 
comportamiento en los ensayos in vitro previamente mencionados. 
Si los exosomas 1537S, son los responsables de generar semejante disminución tanto 
en el ensayo clonogénico como en la invasión, y más específicamente es el contenido 
de éstos el que estaría gatillando esta baja, vale la pena preguntarse si dentro del 
contenido de éstos se encuentra el ASncmtRNA. Se observó (Ver Anexo, Figura 1) 
usando la técnica de RT-PCR, que no es posible detectar este ncmtRNA en exosomas 
post-transfección con cada ASO correspondiente. Esto es de suma relevancia ya que 
se ha postulado que el ASncmtRNA puede tener un rol como supresor tumoral (Villota 
et al., 2012; Vidaurre et al., 2014). Por lo tanto el hecho de no encontrarse en 
exosomas, en particular el Exo-1537S, indicaría que nunca puede llegar a la célula 
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receptora a ejercer una acción de supresión como tal, por lo tanto son otros RNAs o 
proteínas los responsables de la acción supresora. 
A pesar de lo prometedor que se ve el uso de exosomas en cáncer, en particular en 
este caso por el freno de la invasión, no hay que dejar de lado el factor del aumento en 
el número de clones, donde algo que parece muy promisorio para una característica en 
particular de metástasis es al contrario perjudicial para otra. Sospechamos que en el 
futuro los exosomas podrían ser una herramienta terapeútica pero se debe analizar con 
mucho cuidado por éstos efectos no deseados (Sun et al., 2018). El uso también de 
nanopartículas como un nuevo vehículo para el uso de drogas no esta excento de 
problemas, ya que se ha visto en pacientes que el uso de drogas cargadas en estas 
nanopartículas, con el paso de inyecciones sucesivas, se produce un fenómeno de 
dilución de la droga en la sangre, por lo tanto, la concentración de la droga a inyectar 
cada vez va a ser menos, un fenómeno conocido como eliminación acelerada de 
sangre (De Jong y Borm, 2008; Shiraishi et al., 2016).  
La terapia utilizando exosomas es algo novedoso que permitiría que alguna droga sea 
capaz de llegar a lugares que las drogas no convencionales como el sistema nervioso 
central, atravesando la barrera hematoencefálica (EL Andaloussi et al, 2013). Sin 
embargo, los resultados demostrados en esta tesis muestran que si bien existe algo en 
el contenido exosomal (en particular en el Exo-1537S) que frena la invasión, la 
capacidad de crecer independiente de anclaje aumenta. Por lo tanto, puede que exista 
alguna proteína dentro de este exosoma que bajo determinadas condiciones tenga 
algún rol dual, como es el caso de Caveolina-1 (Pellinen et al., 2018). Por lo tanto, 
queda como proyección a futuro de este trabajo, analizar el proteoma de cada 
exosoma, de manera de hacer una comparación y notar que proteínas se encuentran 
en Exo-1537S que dan lo que se observa en los ensayos in vitro. También sería 
interesante ver a futuro si lo que sucede en éstos ensayos, se repite en un modelo in 
vivo, ya que si hay freno de invasión, sería interesante observar lo que sucede con los 
nichos metastásicos en un modelo inmunosuprimido con los mismos exosomas, 





La fracción de microvesículas enriquecida de exosomas secretados por las células de 
cáncer de mama metastásico MDA-MB-231, post-interferencia de los ASncmtRNAs 
disminuyen la capacidad de crecer independiente de anclaje y la invasión sobre sí 


























Anexo, Figura 1: Ausencia del ncmtRNA en exosomas. Mediante RT-PCR se 
amplificó el mRNAs del ncmtRNAs. Se observa una electroforesis en agarosa al 2% del 
fragmento amplificado de 210 pb correspondiente a el ASncmtRNA-2. El fragmento se 
generó a partir del cDNA obtenido de RNA total de células MDA-MB-231 y también se 
analizó su presencia en exosomas sin tratar (ST), ASO control (C) y ASO 1537S 
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